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Lista de los principales genes y proteínas nombradas 
AP1 APETALA 1. Integrador floral cuya expresión se ve inducida por el módulo FT-FD en el 
meristemo. 
bHLH Familia de factores de transcripción basic helix–loop–hélix. 
CCA1 CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1. Implicado en la regulación del reloj circadiano de 
plantas. 
CDF CYCLING DOF FACTOR. Inhibidor transcripcional de CO y FT en Arabidopsis. 
CO CONSTANS. Proteína central de la ruta fotoperiódica de plantas. 
COLs CONSTANS likes. Familia de proteínas similares a CONSTANS. 
COP1 CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1. Inhibidor postraduccional de CO en periodos de 
oscuridad. 
CrCDKB1 CICLINA DEPENDIENTE DE KINASA B1. Implicada en la regulación del ciclo celular en 
Chlamydomonas. 
CrCO Homólogo de CO en Chlamydomonas. 
CrCYCA1 CICLINA A1. Implicada en la regulación del ciclo celular en Chlamydomonas. 
CrDOF Factor de transcripción DOF de copia única en Chlamydomonas. Ver DOF. 
CrTUB Tubulina α-1. Utilizado como gen de referencia en experimentos de qPCR con muestras de 
Chlamydomonas. 
CRY2 CRIPTOCROMO dependiente de luz azul implicado en la estabilización de CO y en la 
inducción transcripcional de FT. 
CPH1 CRIPTOCROMO de Chlamydomonas similar a los criptocromos específicos de plantas. 
Degradado en presencia de luz azul y luz roja. 
DOF Factor de transcripción que se une a DNA mediante un dedo de zinc (del inglés DNA with 
One Finger). 
EC Complejo de proteínas que forman parte de un bucle producido al atardecer en el reloj 
circadiano de plantas (del inglés evening complex). 
FBHs FLOWERING bHLH. Familia de proteínas de la familia bHLH implicadas en la activación 
transcripcional de CO. 
FD FLOWERING LOCUS D. Junto con FT inducen, en el meristemo de la planta, la transcripción 
de otros integradores florales. 
FKF1 FLAVIN BINDING KELCH F-BOX 1. Proteína que actúa como nexo de unión entre el reloj 
circadiano y la ruta fotoperiódica de la floración en plantas. Junto con GI degradan a los 
CDFs en presencia de luz azul. 
FT FLOWERING LOCUS T. Florígeno implicado, junto con FD, en la inducción de la floración. 
GI GIGANTEA. Proteína que actúa como nexo de unión entre el reloj circadiano y la ruta 
fotoperiódica de la floración en plantas. Junto con FKF1 degradan a los CDFs en presencia 
de luz azul. 
HD1 HEADING DATE 1. Ortólogo de CO en arroz. 
HD3A HEADING DATE 3A. Ortólogo de FT en arroz. 
HOS1 HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES 1. Inhibidor postraduccional de 
CO durante la mañana de un día largo. 
LFY LEAFY. Integrador floral cuya expresión se ve inducida por el módulo FT-FD en el 
meristemo. 
LHY LATE ELONGATED HYPOCOTYL. Implicado en el control del reloj circadiano de plantas. 
LKP2 LOV KELCH PROTEIN 2. Nexo de unión entre el reloj circadiano y la ruta fotoperiódica de la 
floración en plantas. Parece que actúa de forma redundante junto con FKF1 y ZTL. 
LOV  Dominio (light-oxigen voltage) de las proteínas ZTL-FKF1-LKP2 capaz de captar luz azul. En 
Chlamydomonas existe una proteína con un dominio LOV similar al de plantas seguido de 
un dominio histidin kinasa (LOV-HK). 
OsDOF12  RICE DOF DAILY FLUCTUATIONS 4 (RDD4). Factor de transcripción DOF implicado en la 
inducción de la floración en arroz en día largo. 
PHYA FITOCROMO A dependiente de luz roja lejana implicado en la estabilización de CO. 
PHYB FITOCROMO B dependiente de luz roja implicado en la degradación de CO. 
PRR5, 7 y 9 Proteínas pertenecientes a la familia PSEUDO RESPONSE REGULATOR implicadas en la 
regulación del reloj circadiano de plantas. 
RDD1 RICE DOF DAILY FLUCTUATIONS 1. Factor de transcripción DOF Implicado en la inducción 
de la floración en arroz en día largo. 
SOC1 SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1. Integrador floral cuya expresión se ve 
inducida por el módulo FT-FD en el meristemo. 
TOC1 TIMING OF CAB EXPRESSION 1. Implicado en la regulación del reloj circadiano de plantas. 
UBQ10 Ubiquitina 10. Utilizado como gen de referencia en experimentos de qPCR en muestras de 
Arabidopsis. 
ZTL ZEITLUPE. Nexo de unión entre el reloj circadiano y la ruta fotoperiódica de la floración en 
plantas. Parece que actúa de forma redundante junto con FKF1 y ZTL. 
 
Lista de las principales abreviaturas 
AA Luz azul continua. 
amiRNA MicroRNA artificial. 
BiFC Complementación bimolecular de fluorescencia. Experimento de expresión transitoria 
para determinar interacción entre proteínas. 
C:N Carbono:Nitrógeno. 
DC Día corto. 
DEGs Genes expresados de forma diferencial. 
DL Día largo. 
DUTFs Dominios de unión de factores de transcripción. 
FPKM Fragmentos por kb de exón por millones lecturas mapeadas. 
GO Ontología génica. 
HSP70/RbcS2 Promotor constitutivo utilizado en la generación de construcciones para la 
sobreexpresión de CrDOF en Chlamydomonas. 
JA Jasmonato. 
LL Luz continua. 
Mb Mega Base. 
MM Masa molecular. 
NGS Secuenciación de nueva generación (del inglés Next Generation Sequencing). 
OO Oscuridad continua. 
pnia2 Promotor inducible por nitrato utilizado en la generación de construcciones para la 
sobreexpresión de CrDOF en Chlamydomonas  
ROS Especies reactivas de oxígeno (del inglés Reactive Oxigen Species). 
RR Luz roja continua. 
SEM Error estándar de la media. 
SLN Secuencia de localización nuclear. 
TFs Factor de transcripción. 
ZT Zeitgeber time. ZT0 corresponde con el momento donde comienza el periodo de luz. 
 Lista de las principales especies de plantas nombradas 
At Arabidopsis thaliana. 
Bd Brachypodium distachyon. 
Gm Glycine max. 
Medtr Medicago truncatula. 
Mp Micromonas pusilla. 
Os Oryza sativa. 
Ot Ostreococcus tauri. 
Pp Physcomitrella patens. 
Ppinaster Pinus pinaster. 
Pt Populus trichocarpa. 
Sb Sorghum bicolor. 
Si Solanum lycopersicum. 
Sm Selaginella moellendorffii. 
St Solanum tuberosum. 
Vc Volvox carteri. 
Zm Zea mays. 
 
Lista de los principales organismos silvestres, transgénicos y construcciones génicas 
utilizadas 
35S:AKIN10 Construcción que expresa de forma constitutiva una proteína inespecífica para 
nuestro estudio. Utilizada como control negativo en experimentos de expresión 
transitoria en Nicotiana. 
35S:CDF1 Construcción que expresa de forma constitutiva CDF1. Utilizada como control 
positivo en experimentos de expresión transitoria en Nicotiana y en experimentos 
de BiFC. 
35S:CrDOF Línea transgénica que expresa de forma constitutiva CrDOF (Arabidopsis). 
Construcción utilizada en experimentos de expresión transitoria en Nicotiana. 
4cdf Planta de Arabidopsis mutante para los 4 CDFs. 
4cdf 35S:CrDOF Línea mutante para los 4 CDFs que expresa CrDOF de forma constitutiva. 
amiCrDOF Línea transgénica que presenta silenciado CrDOF mediante microRNA artificial 
(Chlamydomonas). 
CC-4351 (arg7) Cepa de Chlamydomonas auxótrofa para arginina utilizada como silvestre en 
estudios mediante silenciamiento génico de CrDOF. 
Col-0 Cepa silvestre de Arabidopsis. 
CrDOFin Línea sobreexpresora inducible de CrDOF (Chlamydomonas). 
CrDOFin:YFP Línea sobreexpresora inducible de CrDOF con fusión C- terminal a la YFP 
(Chlamydomonas). 
CrDOFox:YFP Línea sobreexpresora constitutiva de CrDOF con fusión C- terminal a la YFP 
(Chlamydomonas). 
CW15 Cepa de Chlamydomonas mutante de pared utilizada como silvestre. 
pCrCO:GFP, 
pCO:GFP y pFT:GFP 
Fusión carboxilo terminal de la GFP con los promotores de CrCO, CO y FT. 
Construcciones empleadas en experimentos de expresión transitoria en Nicotiana 
para determinar la posible unión de CrDOF al promotor de CO y FT. 
α-CrDOF Anticuerpos generados frente a la proteína CrDOF. 
pCrCO:GFP CTT* y 
pCrCO:GFP AAG* 
Mutación de los posibles dominios de unión de CrDOF en el promotor de CrCO. 
Construcciones empleadas en experimentos de expresión transitoria en Nicotiana 
para determinar los  sitios dianas de CrDOF en el promotor mínimo de CrCO. 
pCrCO-2:GFP y 
pCrCO-3:GFP 
Deleciones del promotor de CrCO para determinar el promotor mínimo necesario 
para la unión de CrDOF. Construcciones empleadas en experimentos de expresión 
transitoria en Nicotiana. 
pKNAT1:CrDOF Línea transgénica de Arabidopsis que expresa CrDOF bajo un promotor específico 
de meristemo. 
pSUC2:CrDOF Línea transgénica de Arabidopsis que expresa CrDOF bajo un promotor específico 
de floema. 
YFN-CrDOF 
YFN-CDF1 
YFN-CDF2 
Fusión del cDNA de CrDOF, CDF1 o CDF2 con la parte amino de la proteína YFP. 
Empleado en experimentos de BiFC para determinar interacción entre proteínas. 
YFC-CrDOF 
YFC-CDF1 
YFC-CDF2 
Fusión del cDNA de CrDOF, CDF1 o CDF2 con la parte carboxilo de la proteína YFP. 
Empleado en experimentos de BiFC para determinar interacción entre proteínas. 
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1 EL FOTOPERIODO 
Debido a los movimientos de rotación y traslación de la Tierra alrededor del sol, así como a los 
23° de inclinación que presenta el eje del giro del planeta con respecto al plano de su órbita, 
en zonas no ecuatorianas la longitud de los días (o fotoperiodo) varían a lo largo del año y 
ocurren los cambios estacionales. Los organismos han desarrollado a lo largo de la evolución, 
la capacidad de usar la información de las horas de la luz diaria como herramienta para 
anticiparse a los cambios de estación y determinar la época del año más adecuada para 
desarrollar sus funciones vitales. Esta capacidad anticipatoria se conoce como respuesta 
fotoperiódica (Bradshaw y Holzapfel, 2007). 
La respuesta fotoperiódica está ampliamente distribuida entre el reino animal y 
vegetal. Más concretamente, se han identificado fenómenos debidos al fotoperiodo en 
rotíferos, anélidos, moluscos, artrópodos, equinodermos, osteíctios o peces óseos, ranas, 
tortugas, reptiles, pájaros y mamíferos. En general, la respuesta fotoperiódica les permite 
iniciar en el momento del año adecuado, una cascada de señales fisiológicas, endocrinas y de 
desarrollo que, de forma irreversible, les confiere una ventaja en función de la estación del 
año. Entre estos procesos se puede destacar la diapausa en insectos, polifenismo en 
mariposas, migración y reproducción en peces y pájaros, hibernación y color del pelaje en 
mamíferos, entre otros (Bradshaw y Holzapfel, 2007; Jackson, 2009). 
En plantas, la respuesta fotoperiódica es uno de los aspectos más complejos de la 
interacción planta-medio ambiente que se ha estudiado a lo largo de los años. Henfrey, en 
1852 sugirió que la distribución natural de las especies vegetales se debía, en parte, a la 
variación latitudinal que daba lugar a veranos con diferentes horas de luz. Sin embargo, no fue 
hasta 1893 cuando Kjellman realizó el primer experimento fisiológico relacionado con el 
fotoperiodo, en el que observó que la cantidad de la luz recibida por las plantas tenía 
importantes efectos en el desarrollo de las mismas (Thomas y Vince-Prue, 1997). Debido a su 
carácter sésil, la capacidad anticipatoria a los cambios ambientales adversos es crítica para el 
ciclo de vida de la planta. Esta adaptación fotoperiódica, ha permitido la colonización de las 
plantas a diferentes nichos ecológicos y el control de procesos vitales como la formación de 
tubérculos, caída de las hojas, crecimiento por elongación, reproducción, germinación de la 
semilla, desarrollo del fruto, floración, etc. (Hamner, 1944).  
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1.1 Modelo de coincidencia externa 
A lo largo de los años, diversos estudios fisiológicos y bioquímicos han ayudado a establecer 
tres posibles modelos mediante el cual los organismos son capaces de percibir el fotoperiodo. 
Bünning, en 1936, propuso el primer modelo en plantas, el cual se extendió luego a insectos, 
pájaros y mamíferos. Esta hipótesis, conocida como modelo de coincidencia externa, es una de 
las más sencillas y aceptadas en la actualidad para la mayoría de las especies. En ella un ritmo 
interno (reloj circadiano) coincide con una señal externa (la luz) para activar o reprimir los 
genes implicados en rutas fotoperiódicas. Por su parte, la luz también juega un importante 
papel en el inicio del reloj circadiano cada día (Bünning, 1936; Pittendrigh, 1966). En los años 
60, Pittendrigh desarrolló el modelo de coincidencia interna basado en la combinación de dos 
ritmos internos, controlados ambos por el reloj circadiano (Pittendrigh, 1972). Por último, Lees 
postuló un tercer modelo en el que no se requiere el control del reloj circadiano (Lees, 1973). 
 
2 RUTA FOTOPERIÓDICA DE LA FLORACIÓN 
Una de las decisiones de desarrollo más importantes en plantas espermatofitas es el cambio 
metabólico y molecular que implica la transición de un programa de crecimiento vegetativo a 
uno reproductivo (Piñeiro y Jarillo, 2013). Este hecho es crítico en el ciclo de vida de las 
plantas, de manera que realizar tales transiciones en el momento adecuado del año asegura su 
éxito reproductivo y evolutivo.  
Numerosos estudios han puesto de manifiesto los distintos mecanismos que han 
desarrollado las plantas para controlar el tiempo de floración (Amasino, 2010). En cuanto a la 
respuesta fotoperiódica, Tournois y Klebs fueron los primeros en publicar la relación existente 
entre la longitud del día y el tiempo de floración (Tournois, 1914; Klebs, 1918). En 1920 Garner 
y Allard acuñaron el concepto general del fotoperiodo en las plantas y establecieron una 
clasificación en función de su respuesta fotoperiódica: plantas de día corto (DC: 8 h de luz y 16 
h de oscuridad), en las que la señal de inducción es promovida por el acortamiento de los días; 
plantas de día largo (DL: 16 h de luz y 8 h de oscuridad) en las cuales la respuesta es inducida 
en periodos de luz prolongados; y plantas de día neutro, que no responden a la longitud del día 
(Garner y Allard, 1920). Sin embargo, existen plantas facultativas de un determinado 
fotoperiodo, es decir, son capaces de florecer tanto en DL como en DC, pero un fotoperiodo en 
concreto induce una floración más temprana (Hamner, 1944). En 1934, Knott demostró que la 
percepción de la señal fotoperiódica se producía en las hojas y Chailakhyan en 1937 afinó 
dicha teoría postulando la existencia de una señal móvil o florígeno que se trasladaba hasta el 
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ápice de la planta para inducir la floración (Knott, 1934; Chailakhyan, 1936). Diversos estudios 
identificaron a una proteína de 23 kDa denominada FLOWERING LOCUS T (FT) como el 
florígeno. De esta forma su mRNA, su proteína o ambos a la vez se mueven libremente hacia el 
meristemo apical y actúan como una molécula señalizadora de larga distancia (Corbesier et al., 
2007). Actualmente, gracias a estudios clásicos de genética y biología molecular mediante 
generación de mutantes, estudios de variación natural, así como nuevas tecnologías de 
generación masiva de datos (transcriptómica, proteómica y metabolómica) se está 
esclareciendo el mecanismo molecular que subyace al control de la floración.  
En general, la respuesta fotoperiódica forma parte de una compleja red reguladora 
donde otras vías de control juegan un importante papel. En concreto, los componentes de la 
ruta fotoperiódica de la floración se interconectan con los elementos de otras rutas como la de 
la vernalización, la de la temperatura (dependientes de los cambios ambientales) y la ruta 
autónoma, la nutrición, las hormonas y la edad de la planta (independientes a los estímulos 
ambientales) (Amasino, 2010). Todas estas rutas convergen en la regulación de FT o de otros 
integradores florales inducidos a su vez por FT como SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF 
CONSTANS 1 (SOC1) (Andrés y Coupland, 2012). 
A pesar de que en la actualidad estos estudios se están realizando sobre numerosas 
especies de plantas como la patata (Martínez-García et al., 2002), el tomate (Corrales et al., 
2014), el sorgo (Murphy et al., 2011), el arroz (Yano et al., 2000) y la jatrofa (Yang et al., 2011) 
entre otras, la especie modelo por excelencia ha sido la herbácea Arabidopsis thaliana (planta 
facultativa de DL) y es sobre la que se conoce en mayor profundidad las principales rutas de la 
floración (Amasino, 2010).  
 
2.1 CONSTANS y el modelo de coincidencia externa 
CONSTANS (CO) es uno de los genes centrales de la ruta fotoperiódica en plantas, ya que 
codifica a un activador transcripcional que induce la expresión del integrador floral FT en el 
momento adecuado del año. La estructura génica de CO presenta dos tipos de dominios 
altamente conservados. El dominio B-box, localizado en el extremo amino terminal, implicado 
en interacciones proteína-proteína y el dominio CCT (CONSTANS, CO-LIKE, TIMING OF CAB1) 
presente en el extremo carboxilo terminal, que actúa como señal de transporte nuclear e 
interacciona con el DNA (Valverde, 2011). Además, existe un dominio central que presenta un 
menor grado de conservación evolutiva y está implicado en la activación de la transcripción de 
sus genes diana (Valverde, 2011).  
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CO se expresa en las células acompañantes del floema y, en plantas facultativas de DL 
como Arabidopsis, el patrón de expresión del transcrito y la estabilidad de la proteína varían 
según el fotoperiodo (Figura 1). En DC, a pesar de producirse un pico de transcrito durante la 
noche, los niveles de proteína son extremadamente bajos, lo que impide la inducción de la 
expresión de FT. Sin embargo, en DL, el pico de expresión de mRNA de CO coincide con el pico 
de proteína al final del día. Esta ventana de coincidencia donde existen altos niveles de 
transcrito y altos niveles de proteína estable permiten la activación de la expresión de FT y con 
ello la inducción de la floración (Searle y Coupland, 2004; Imaizumi y Kay, 2006; Lagercrantz, 
2009). Estos patrones de expresión diferencial dependientes del fotoperiodo se deben a la 
compleja regulación, tanto a nivel transcripcional (por el reloj circadiano y la luz) como a nivel 
postraduccional (por efecto de la luz) de CO (Valverde, 2011). Este modelo concuerda con el 
modelo de coincidencia externa anteriormente descrito. 
 Por el contrario, en especies facultativas de DC como el arroz, el papel que presenta el 
ortólogo de CO (HEADING DATE 1, HD1) es aún más complejo que en Arabidopsis. HD1 reprime 
la expresión del ortólogo de FT (HEADING DATE 3A, HD3A) en DL. Sin embargo, cuando mRNA 
y proteína coinciden en el periodo de oscuridad de un DC, HD1 induce la expresión de HD3A y 
promueve la floración (Turck et al., 2008; Andrés y Coupland, 2012). 
 
 
Figura 1. Patrones de expresión de CO y FT y su efecto en la inducción de la floración en DC y DL. Bajo 
fotoperiodos de DC (izquierda) el pico de expresión del mRNA de CO se produce durante la noche, los niveles de 
proteína no son estables en ningún momento y no se induce la expresión de FT. En DL (derecha) el pico de mRNA de 
CO al final del día, coincide con altos niveles de proteína estables y se promueve la activación transcripcional de FT. 
La línea continua naranja y verde representa el transcrito de CO y FT respectivamente. La línea discontinua naranja, 
muestra los niveles de proteína de CO. Modificado de Searle y Coupland, 2004. 
 
2.1.1 Regulación transcripcional de CO 
La compleja regulación del transcrito de CO está controlada por acción del reloj circadiano y 
por el fotoperiodo (Suárez-López et al., 2001). 
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El reloj circadiano  
El reloj circadiano es un mecanismo que controla numerosos aspectos endógenos (metabólicos 
o fisiológicos) que se repiten diariamente. Además, presenta un amplio espectro de acción ya 
que interviene en el control del patrón de expresión de aproximadamente el 30% de los genes 
de Arabidopsis (Fornara et al., 2010).  
 La parte central del reloj circadiano está formado por dos factores de transcripción 
tipo Myb, CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1 (CCA1) y LATE ELONGATED HYPOCOTYL (LHY) 
(Wang y Tobin, 1998) y un miembro de la familia PSEUDO RESPONSE REGULATOR (PRR) 
denominado TIMING OF CAB EXPRESSION 1 (TOC1) (Millar et al., 1995). El mecanismo 
molecular más aceptado en la actualidad, que subyace bajo el control transcripcional de estos 
genes, incluye múltiples bucles de retroalimentación de transcripción-traducción o TTFLs (del 
inglés Transcriptions-Translation Feed Back Loop) (Troncoso-Ponce y Mas, 2012; McClung, 
2014). Para mayor claridad, se omitirán del modelo simplificado del reloj circadiano (Figura 2) y 
de la explicación algunos elementos reguladores.  
En un bucle producido específicamente por la mañana, CCA1 y LHY inducen la 
expresión de PRR9 y PRR7 e inhiben la de PRR5, los cuales a su vez codifican a un represor de 
la expresión de CCA1 y LHY. Las proteínas CCA1 y LHY generadas en este bucle inhiben a su vez 
la transcripción de un complejo de genes conocidos como evening complex (EC) que forman 
parte de un bucle producido al atardecer. Por el contrario, el complejo EC, induce la expresión 
de CCA1 y LHY por un mecanismo aún desconocido y reprime la transcripción de PRR9 y PRR7 
(Nagel y Kay, 2012; Troncoso-Ponce y Mas, 2012; Carré y Veflingstad, 2013; McClung, 2014).  
Como se ha comentado anteriormente, otro de los elementos principales del reloj es 
TOC1. Este gen, aparte de regular su propia expresión, participa en el control de 
aproximadamente 800 genes, de los cuales el 40% forman parte del mecanismo del reloj 
(Gendron et al., 2012). Entre sus dianas, se encuentran CCA1 y LHY. Sin embargo la actividad 
reguladora de TOC1 sobre estos genes está aún en controversia. Inicialmente, se pensaba que 
actuaba promoviendo su expresión (Harmer, 2009), no obstante, en la actualidad se considera 
un represor transcripcional de CCA1 y LHY (Nagel y Kay, 2012). A su vez, dichos genes codifican 
proteínas que regulan negativamente la expresión de TOC1. Otra de las dianas de TOC1 son los 
genes del bucle generado por la mañana PRR5, PRR7 y PRR9 y el complejo EC del bucle 
generado al atardecer, el cual puede a su vez inhibir de forma indirecta la transcripción de 
TOC1 (Carré y Veflingstad, 2013; McClung, 2014). 
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Aparte de esta regulación transcripcional, los genes implicados en el reloj también 
están sujetos a una regulación postraduccional mediante splicing alternativo (James et al., 
2012), fosforilación (Lu et al., 2011) y ubiquitinación (Piñeiro y Jarillo, 2013).  
GIGANTEA (GI) y los miembros de la familia de proteínas ZEITLUPE (ZTL), FLAVIN 
BINDING KELCH F-BOX 1 (FKF1) y LOV KELCH PROTEIN 2 (LKP2), se consideran el nexo de unión 
entre el reloj circadiano y el control de la ruta fotoperiódica de la floración. La regulación 
transcripcional de GI está controlada por el reloj circadiano, en tanto que TOC1, CCA1 y LHY, 
mediante otros complejos, inhiben su expresión. A su vez, GI es capaz de inducir la 
transcripción de CCA1 y LHY (Lau et al., 2011). Además, como se comentará en el siguiente 
apartado, GI regula la expresión de CO. Por otro lado, las proteínas ZTL, FKF1 y LKP2 junto con 
GI están implicadas tanto en la degradación de TOC1 (Rubio y Deng, 2007; Baudry et al., 2010) 
como de unos inhibidores transcripcionales de CO llamados CYCLING DOF FACTORS (CDFs), tal 
y como se verá a continuación (Imaizumi et al., 2005; Sawa et al., 2007). 
 
Figura 2. Modelo simplificado del reloj circadiano de plantas. CCA1, LHY y 3 miembros de la familia de proteínas 
PRR (PRR5, PRR7 y PRR9) conforman un bucle de retroalimentación generado únicamente por la mañana. A su vez, 
CCA1/LHY generan otro bucle de retroalimentación con el complejo de proteínas EC exclusivamente al atardecer. 
Otro elemento central del reloj es la proteína TOC1 implicada en la regulación de los elementos del bucle de la 
mañana, de la tarde, así como de GI. GI y ZTL así como (FKF1 y LKP2 no mostrados en el esquema) son elementos 
reguladores que actúan como nexo de unión en el control del reloj circadiano y la ruta fotoperiódica. La línea 
discontinua representa el control transcripcional del complejo EC sobre TOC1 de manera indirecta. 
 
Regulación transcripcional de CO por luz  
ZTL-FKF1-LKP2 forman parte de la familia de proteínas F-box. Todas ellas contienen un dominio 
LOV (del inglés Light, Oxigen or Voltage) capaz de percibir luz azul y un dominio F-box, 
implicado en la ubiquitinación de proteínas. La ubiquitinación es un proceso de modificación 
postraduccional que consiste en la unión covalente de ubiquitinas a residuos de lisina de la 
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proteína diana, creando una marca de degradación reconocida por el proteasoma 26S. Dicho 
proceso lo llevan a cabo las enzimas ubiquitina activasa (E1), ubiquitina conjugasa (E2) y 
ubiquitina ligasa (E3) (Piñeiro y Jarillo, 2013). El dominio LOV y F-box modulan su función, de 
tal manera que cuando perciben la luz azul del atardecer, sufren un cambio conformacional 
que permite la estabilización de la proteína y su interacción con GI. Curiosamente, dicha 
interacción también depende del fotoperiodo y únicamente ocurre al final de un DL, cuando 
ambos picos de expresión coinciden en el tiempo (Figura 3A arriba). El complejo formado por 
GI-FKF1 se une al promotor de CO y FKF1 ubiquitina e induce la degradación de los CDFs al final 
de un DL (Rubio y Deng, 2007). Los CDFs son una familia de 4 factores de transcripción tipo 
DOF que se unen al promotor de CO inhibiendo su expresión durante la mañana. Así, cuando 
se degradan por el complejo dependiente de luz azul GI-FKF1 por la tarde, se permite la 
transcripción de CO (Figura 3A). Por el contrario, la interacción GI-FKF1 en DC no es estable, 
permitiendo la acumulación de los CDFs y la inhibición de la transcripción de CO durante el día. 
A pesar de que se hable específicamente del complejo GI-FKF1, parece ser que ZTL-FKF1-LKP2 
actúan de forma redundante en la degradación de la proteína CDF2 y muy probablemente del 
resto de CDFs (Fornara et al., 2009).  
 
 
 
Figura 3. Regulación transcripcional de CO. A. Representación gráfica de los niveles de proteína de los reguladores 
transcripcionales de CO. Arriba se muestran los perfiles de las proteínas GI y FKF1 en celeste y de CDFs en azul. 
Abajo se representan los niveles de proteína del activador transcripcional FLOWERING bHLH (FBH) en rojo y el perfil 
del transcrito de CO en naranja como resultado de su regulación. Las líneas discontinuas representan niveles de 
proteína y la línea continua niveles de transcrito. B. Representación esquemática del modelo de regulación 
transcripcional de CO. Los CDFs se unen al promotor de CO y reprimen su transcripción. FKF1 (y muy posiblemente 
ZTL y LKP2) en presencia de luz azul interacciona con GI y promueve la degradación de los CDFs mediada por el 
proteasoma 26S. Cuando el complejo GI-FKF1 elimina la represión generada por los CDFs, los FBHs inducen la 
transcripción de CO por asociación directa con su promotor. En gris se muestra el efecto regulador que presenta el 
reloj circadiano explicado anteriormente. Modificado de Song et al., 2012. 
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Por otro lado, una familia de cuatro factores de transcripción bHLH (basic helix–loop–
helix) llamados FLOWERING BHLH (FBHs) actúan redundantemente para unirse al promotor de 
CO e inducir su transcripción cuando se produce la degradación de los CDFs (Ito et al., 2012) 
(Figura 3A abajo). En la figura 3B se esquematiza todo el proceso de regulación. 
 
2.1.2 Regulación postraduccional de CO 
Debido a que el transcrito de CO está presente tanto en DL como en DC, este nivel de 
regulación es insuficiente para explicar correctamente el control tiempo de floración. De esta 
forma, la modulación de los niveles de proteína de CO dependiente de los periodos de luz-
oscuridad, resulta un proceso esencial y explica cómo el transcrito y la proteína de CO 
únicamente se coordinan al final de un DL para inducir la expresión de FT. 
La estabilidad de CO se regula por diferentes fotorreceptores que dependen a su vez 
de la calidad de la luz. Por la mañana, cuando la longitud de onda del espectro de luz está 
enriquecida en luz roja, el fitocromo B (PHYB) media la degradación de CO. Sin embargo, por la 
tarde la luz azul o la luz roja lejana, inducen a los criptocromos 1 y 2 (CRYs) y al fitocromo A 
(PHYA) respectivamente, estabilizando a CO (Valverde et al., 2004) (Figura 4A). 
Además, la estabilidad de CO también está regulada durante el periodo de luz por 
HIGH EXPRESSION OF OSMOTICALLY RESPONSIVE GENES 1 (HOS1). HOS1 codifica para una 
proteína E3 ubiquitina ligasa y media la degradación de CO por el proteasoma 26S durante las 
primeras horas de la mañana (Figura 4A) (Lazaro et al., 2012). En periodos de oscuridad otra 
proteína E3 ubiquitina ligasa, denominada CONSTITUTIVE PHOTOMORPHOGENIC 1 (COP1), 
media la degradación de CO (Jang et al., 2008). Esto explica el hecho de que, a pesar de 
encontrar altos niveles de transcrito por la noche, los niveles de proteínas de CO sean 
prácticamente indetectables. Por otro lado, los CRYs y COP1 son capaces de regular 
indirectamente a CO. De esta forma los CRYs median la degradación de COP1 en presencia de 
luz azul (Zuo Zecheng, 2011) y además COP1 participa en la degradación de GI por la noche 
(Figura 4B) (Yu et al., 2008).  
De forma contraria al papel descrito para FKF1 en la degradación de los CDFs, se ha 
demostrado que bajo luz azul, FKF1 es capaz de unirse a CO a través de su dominio LOV y 
mediar su estabilización al final de un DL (Figura 4A y 4B) (Song et al., 2012). 
Esta complicada regulación transcripcional y postraduccional de CO está encaminada a 
crear una ventana de coincidencia en la cual el reloj circadiano y la regulación por luz permiten 
la expresión del mensajero y niveles elevados de proteína estable de CO al final de un DL. En 
este punto, CO puede inducir la expresión de FT.  
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Figura 4. Regulación postraduccional de CO. A. Niveles de proteína de CO (línea discontinua naranja) resultantes de 
la regulación mediada por PHYB dependiente de luz roja y de HOS1 durante la mañana, así como de los CRYs 
dependiente de luz azul y de PHYA dependiente de luz roja lejana por la tarde y de COP1 por la noche. FKF1 
favorece la estabilización de CO a última hora del día. B. Representación esquemática del modelo de regulación 
postraduccional de CO. Con colores atenuados se muestra el efecto regulador que presenta el reloj circadiano y la 
regulación transcripcional.  
 
2.2 El florígeno FLOWERING LOCUS T (FT) 
FT codifica una proteína que presenta alta similitud con proteínas inhibidoras Raf kinasa o RKIP 
(del inglés Raf Kinase Inhibitory Protein) y con proteínas de unión a fosfatidiletanolamina o 
PEBP (del inglés Phophatidyl Ethanolamine Binding Protein) cuya función ha sido ampliamente 
estudiada en animales (Srikanth y Schmid, 2011). FT únicamente se expresa al final de un DL 
(Andrés y Coupland, 2012) en las células acompañantes del floema (de forma coincidente con 
el mensajero y la proteína de CO) (Suárez-López et al., 2001). Esta regulación espacio temporal 
está regulada por numerosas señales de activación y represión. 
 
2.2.1 Regulación transcripcional y postraduccional de FT 
Como ya se ha comentado anteriormente, la floración está controlada por diversas señales 
como la temperatura, estado nutricional y hormonal, la vernalización y la edad de la planta. 
Todas estas rutas presentan a FT como punto de convergencia en su mecanismo regulador. Sin 
embargo, para los objetivos de esta tesis, nos centraremos en la regulación dependiente de 
fotoperiodo.  
Además de CO, otros importantes reguladores de FT son las proteínas GI, FKF1 y CDFs 
cuyo papel aporta un grado mayor de complejidad debido a su implicación en la regulación de 
FT de forma independiente a CO. GI es capaz de inducir la expresión de FT de tres formas 
diferentes (Figura 5). Por un lado, reprime a represores de FT como TEMPRANILLO1 y 2 (TEM1 
y TEM2), APETALA2 (AP2), SCHLAFMUTZE (SMZ), SNARCHZAPFEN (SNZ) y TARGET OF EAT1, 2 y 
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3 (TOE1, TOE2 y TOE3) por medio de la inducción del miR172 (Srikanth y Schmid, 2011). 
Además, GI es capaz de unirse directamente al promotor de FT e impedir estéricamente la 
unión de dichos represores (Sawa y Kay, 2011). Por otro lado, se ha demostrado que los CDFs 
también son capaces de unirse directamente al promotor de FT y reprimir su transcripción. De 
esta forma, el complejo GI-FKF en presencia de luz azul, además de promover la degradación 
de los CDFs cuando están unidos al promotor de CO, inducen su degradación cuando se 
encuentran unidos al promotor de FT. Finalmente, FKF1 también se ha visto implicado en la 
estabilización directa de FT en luz azul (Song et al., 2012). 
 Otro nivel regulador de FT lo realiza CRY2, de tal forma que cuando interacciona con el 
factor de transcripción CRYPTOCHROME INTERACTING basic helix– loop–helix 1 (CIB1) bajo luz 
azul, se induce la activación de FT (Figura 5) (Liu et al., 2013a; Liu et al., 2013b). 
Además de estos mecanismos moleculares de la regulación, las modificaciones 
epigenéticas están cobrando gran relevancia en el control de la floración, de lo que FT no 
resulta ajeno (Srikanth y Schmid, 2011; Piñeiro y Jarillo, 2013). En definitiva, la coincidencia de 
todas las señales externas, internas, marcas epigenéticas, etc. inducen la expresión de FT en 
las células acompañantes del floema y se traslada en forma de mRNA, de proteína o de ambos 
a la vez a lo largo de los elementos de los vasos del floema hasta alcanzar el meristemo apical 
de la planta donde induce la activación de otros integradores florales. La unión de FT al factor 
de transcripción FLOWERING LOCUS D (FD), a través de una proteína 14-3-3, permite la 
inducción de los genes SOC1, APETALA 1 (AP1), LEAFY (LFY) además de otros genes que 
controlan el desarrollo de los órganos florales (Andrés y Coupland, 2012). 
 
Figura 5. Modelo de la regulación transcripcional y postraduccional de FT. Los inhibidores transcripcionales 
implicados en la regulación directa de FT son los CDFs y TEM1, TEM2, AP2, SMZ, SNZ, TOE1, TOE2 y TOE3. GI es un 
activador indirecto de la expresión de FT y es capaz de actuar de diferentes maneras, bien activando al miR172 que 
inhibe a los genes TEMs, AP2, SMZ, SNZ y TOEs, uniéndose al promotor y bloqueando la unión de estos mismos 
inhibidores, o bien formando complejos con FKF1 dependiente de luz azul y promoviendo la degradación de los 
CDFs. CO y el complejo formado por CRY2-CIB dependiente de luz azul son activadores directos de la transcripción 
de FT. FKF1 en presencia de luz azul, está implicado en la estabilización de la proteína FT. 
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3 EVOLUCIÓN DE LA SEÑAL FOTOPERIÓDICA 
3.1 Evolución de las redes génicas en eucariotas fotosintéticos 
El linaje verde o viridiplantae incluye a las plantas terrestres (embriofitas) y algas verdes 
(clorofitas), las cuales conforman uno de los mayores grupos de eucariotas fotosintéticos y 
productores primarios de oxígeno (Leliaert et al., 2012). El linaje verde se origina a partir de 
diversos eventos endosimbióticos, tal y como sugiere la teoría endosimbiótica de Lynn 
Margulis (Margulis, 1970), según la cual una célula eucariota heterotrófica adquirió una 
cianobacteria fotosíntetica con la consiguiente formación de los primeros plastos. Este evento 
marcó el origen de los primeros organismos eucariotas fotosintéticos: las algas verdes 
(clorofitas), las algas rojas (rodofitas) y las algas unicelulares de agua dulce (glaucofitas) (Figura 
6A arriba). Las euglenas, diatomeas y las algas pardas entre otros, conforman un grupo de 
organismos fotosintéticos que conllevó un evento endosimbiótico secundario, es decir, un 
organismo eucariota no fotosintético endocitó un alga que ya poseía plastos (Figura 6A abajo) 
(Merchant et al., 2007; Leliaert et al., 2012).  
 
 
Figura 6. Origen y evolución del linaje verde o viridiplantae. A. Teoría endosimbiótica de Lynn Margulis. Origen de 
los primeros organismos fotosintéticos (algas glaucofitas, rodofitas y clorofitas) como consecuencia de la 
endosimbiosis de una célula eucariota heterotrófica y una cianobacteria fotosintética. Diatomeas, algas pardas, 
euglenas y otros organismos fotosintéticos se originaron por un evento de endosimbiosis secundario. B. Relación 
filogenética entre las primeras algas fotosintéticas y los principales linajes de plantas vasculares. Modificado de 
Merchant et al., 2007. 
 
 
Las algas verdes son organismos ubicuos en medios acuáticos y juegan un papel 
esencial en el ecosistema global desde hace cientos de miles de años. De hecho, la evolución 
de las plantas vasculares a partir de sus ancestros las algas verdes determinó un cambio 
medioambiental importante al colonizar el medio terrestre, favoreciendo la liberación de 
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oxígeno a la atmósfera (Leliaert et al., 2011). Dentro de las algas verdes se pueden distinguir 
dos grupos, las clorofíceas como Chlamydomonas reinhardtii o las prasinofíceas como 
Ostreococcus tauri. Las plantas terrestres, a su vez divergieron y dieron lugar a plantas 
espermatofitas (plantas vasculares productoras de semillas) como Arabidopsis thaliana y 
briofitas o plantas no vasculares como el musgo Physcomitrella patens (Figura 6B).  
El desarrollo y diversificación de las especies a lo largo de la historia se ve favorecido 
por la ganancia de funciones que les confiere una ventaja evolutiva. Susumu Ohno, en 1970 
hipotetizó que la adquisición de nuevas funciones en organismos evolutivamente más 
desarrollados se producía gracias a la duplicación génica. Así mismo, el nuevo duplicado podría 
no ser funcional (pseudogenización), adquirir una nueva función (neofuncionalización) o dividir 
la función con el gen original (subfuncionalización) (Figura 7) (Rensing, 2014).  
 
 
Figura 7. Adquisición de funciones por duplicación génica. La duplicación génica puede inducir a lo largo de la 
evolución la pérdida de función de una de las copias (pseudogenización), la adquisición de una nueva función 
(neofuncionalización) o la división de la función entre las dos copias génicas (subfuncionalización). Teoría de 
Susumu Ohno. Modificado de Rensing, 2014. 
 
Además, para que la duplicación estable de un gen no conlleve una carga energética 
innecesaria, se postula que éste debe estar involucrado en numerosos aspectos funcionales de 
la fisiología del organismo (modelo de Innovación-Amplificación-Divergencia por duplicación 
génica) (Bergthorsson et al., 2007). De esta forma, se ha evolucionado de simples estructuras 
génicas presentes en algas, a complejas redes reguladoras que han permitido la optimización 
de las funciones de desarrollo en plantas. Un ejemplo destacable de este fenómeno es el gen 
CO, el cual ha formado una amplia familia de genes CO-likes (COLs) en Physcomitrella (PpCOLs) 
y Arabidopsis (AtCOLs) a partir de un gen de copia única en Chlamydomonas (CrCO). 
Recientemente, se ha demostrado la importancia del gen CrCO sobre la fisiología del alga ya 
que, en diferentes condiciones analizadas, se ha localizado en el centro de una red de co-
expresión comportándose como un nodo altamente conectado (en inglés, hub) con genes 
Introducción 
 
- 15 - 
 
involucrados en numerosos procesos fisiológicos. Dicho gen ha evolucionado formando redes 
más complejas y robustas con un mayor número de hubs en Physcomitrella y en Arabidopsis. 
También se demostró que CrCO, PpCOLs y AtCOLs estaban involucrados en una misma serie de 
funciones biológicas, indicando el alto nivel de conservación funcional existente a lo largo de la 
evolución (Romero-Campero et al., 2013). 
Sin embargo, la diversificación génica adquirida en especies más desarrolladas dificulta 
asignar funciones a genes concretos. De esta forma, gracias a la simplicidad a nivel genómico 
de las algas y al reciente y cada vez más común uso de técnicas de análisis masivos como los 
microarrays o técnicas de secuenciación de nueva generación o NGS (del inglés Next 
Generation Secuencing) de diversas especies de microalgas, se está generando una valiosa 
fuente de información para conocer el origen de los procesos biológicos de las plantas.  
Chlamydomonas reinhardtii es la especie modelo de algas verdes por excelencia 
debido a la secuenciación completa de su genoma nuclear, cloroplastídico y mitocondrial, fácil 
transformación y versatilidad metabólica (Merchant et al., 2007). Además, una gran variedad 
de mutantes están accesibles en la base de datos Chlamydomonas Center 
(http://www.chlamy.org/). Chlamydomonas es un alga verde unicelular de la familia de las 
algas clorofitas que presenta un tamaño aproximado de 10 µm, dos flagelos anteriores, 
múltiples mitocondrias, un núcleo y un sistema visual primitivo o eyespot. El cloroplasto ocupa 
la mayoría del cuerpo celular del alga y presenta una masa de proteínas denominada 
pirenoide, principal reservorio de la enzima Ribulosa-1,5-bisfosfato-carboxilasa-oxigenasa 
(RuBisCO) y que está rodeado de depósitos de almidón (Figura 8). Su genoma está formado por 
aproximadamente 120 megabases (Mb), 17 cromosomas y posee una alta proporción de 
guaninas y citosinas (G+C = 64%).  
 
 
 
Figura 8. Estructura del alga Chlamydomonas reinhardtii. A. Fotografía al microscopio confocal de una célula del 
alga verde unicelular Chlamydomonas. La barra negra indica 10 µm. B. Representación esquemática comparativa de 
los orgánulos presentes en una célula de Chlamydomonas. Se muestran los dos flagelos anteriores, el cuerpo basal, 
el núcleo, las mitocondrias, el ojo primitivo, el pirenoide y un gran cloroplasto en forma de copa que ocupa la mayor 
parte del cuerpo de la célula.  
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3.2 El reloj circadiano en algas verdes: Similitudes con Arabidopsis 
Las algas verdes, a pesar de ser simples organismos unicelulares, presentan un reloj circadiano 
implicado en gran variedad de procesos biológicos tales como fototaxis, quimiotaxis, división 
celular, sensibilidad a luz ultravioleta, contenido de almidón, metabolismo del nitrógeno y 
adherencia al vidrio (promovido por los cambios en la superficie celular) (Mittag et al., 2005; 
Matsuo y Ishiura, 2011).  
 En Chlamydomonas se han podido identificar 30 posibles genes implicados en el 
control de procesos circadianos llamados ROC (RHYTHM OF CHLOROPLAST). Algunos de estos 
genes son exclusivos de algas y otros presentan pequeños dominios conservados con las 
proteínas del reloj de plantas. Por ejemplo, ROC40 presenta un dominio MYB similar al de las 
proteínas CCA1 y LHY y los genes ROC15 y ROC75 muestran cierta similitud con un conjunto de 
residuos aminoacídicos de una de las proteínas que forman el complejo EC. Otro ejemplo lo 
representa el gen ROC66 que posee un dominio B-box y un dominio CTT similar a CO y COLs 
como COL1 y COL9 de Arabidopsis (Matsuo y Ishiura, 2011). A pesar de que CO está 
involucrado en el control fotoperiódico de la floración, paralelamente se ha descrito una 
posible función de COL1 en el reloj circadiano (Ledger et al., 2001). Además, el dominio CTT de 
ROC66 también es similar al existente en las proteínas TOC1, PRR7 y PRR9 de Arabidopsis 
(Matsuo y Ishiura, 2011). 
Recientemente, el alga clorofita Ostreocuccus tauri está tomando un papel cada vez 
más importante como especie modelo para el estudio del reloj circadiano y se han encontrado 
homólogos tanto de TOC1 como de CCA1. Sin embargo, los patrones de expresión de ambos 
genes son claramente diferentes a los de Arabidopsis (Bouget et al., 2014).  
Curiosamente, se han identificado elementos del reloj de Chlamydomonas como es el 
caso de la proteína CHLAMY1 (implicada en el control postraduccional de genes circadianos) 
que presentan cierta homología con proteínas de mamíferos. Es tal la similitud, que 
anticuerpos generados frente a CHLAMY1 son capaces de reconocer proteínas homólogas en 
varias parte del cerebro (Schulze et al., 2010). 
Todo esto demuestra que el reloj circadiano en algas está formado por componentes 
de organismos evolutivamente anteriores a la separación de plantas y animales y que, a su vez, 
el reloj de las plantas ha podido evolucionar de un reloj ancestral de algas (Breton y Kay, 2006; 
Bouget et al., 2014).  
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3.3 La ruta fotoperiódica en algas verdes: Similitudes con Arabidopsis 
El primer gen identificado en el control de la ruta fotoperiódica ancestral, fue el homólogo de 
CO en el genoma de Chlamydomonas, denominado CrCO (Figura 9) (Serrano et al., 2009). Dicha 
proteína está asociada únicamente al linaje verde y su expresión está controlada tanto por el 
reloj circadiano como por el fotoperiodo. CrCO se ha relacionado en el alga con procesos 
circadianos tales como la regulación de la síntesis de almidón y el control del ciclo celular. 
Sorprendentemente, plantas que sobreexpresan el gen heterólogo CrCO bajo diferentes 
promotores promueven la aceleración de la floración en plantas silvestre, de igual forma que 
ocurre cuando se induce la sobreexpresión del gen CO endógeno de la planta. Además, CrCO 
es capaz de complementar la mutación de co (Romero y Valverde, 2009; Serrano et al., 2009; 
Valverde, 2011). Este hecho atañe a un caso paradójico ya que COL1 es incapaz de realizar la 
complementación de dicho mutante, a pesar de estar evolutivamente más relacionado a CO 
que CrCO. Todo ello indica que la función de CrCO en algas y plantas es muy similar a nivel 
bioquímico y que la especificidad de dicha función debe recaer fundamentalmente sobre la 
estructura terciaria de la proteína y no sobre la similitud de la secuencia, tal y como se discute 
en Romero-Campero et al., 2013. Por otro lado, CrCO es considerado el gen ancestral de la 
amplia familia de CO y COLs existente en plantas (Serrano et al., 2009; Valverde, 2011). CrCO y 
CO comparten funciones como el control de la síntesis de almidón(Ortiz-Marchena et al., 2014) 
y, además, la familia COLs se ha diversificado adquiriendo nuevas funciones típicas de plantas 
vasculares (Valverde, 2011) como la ramificación axilar (Wang et al., 2013), dormancia de las 
yemas (Böhlenius et al., 2006) y crecimiento de tubérculos de patata (Martínez-García et al., 
2002; González-Schain et al., 2012).  
La percepción de la luz en plantas se produce gracias a diferentes tipos de 
fotorreceptores. Entre ellos se encuentran las fototropinas (PHOTs) implicadas en procesos 
fisiológicos como el fototropismo y la apertura estomatal y los criptocromos y fitocromos que 
participan en procesos morfogenéticos, fotoperiódicos y circadianos como la floración.  
La fototropina es un fotorreceptor específico del linaje verde y la principal molécula 
capaz de percibir luz azul en Chlamydomonas. Es una proteína modular formada por un 
dominio LOV (similar al presente en ZTL-FKF1-LKP2) en el extremo amino terminal seguido de 
un dominio histidina quinasa (HK) en el extremo carboxilo terminal (LOV-HK). La 
caracterización de este dominio en el alga verde Ostreococcus, ha puesto de manifiesto su 
implicación en el control del reloj circadiano por medio del control de CCA1 dependiente de luz 
azul y, a diferencia de lo que ocurre en plantas, también de luz roja (Figura 9). Este dominio no 
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se restringe al linaje verde y está presente en procariotas y diatomeas (Djouani-Tahri et al., 
2011). 
En Chlamydomonas se han identificado tres tipos de criptocromos. Uno es similar a los 
criptocromos de animales (aCRY) y están implicado en el control de genes que participan en 
numerosos procesos biológicos como síntesis de carotenoides, clorofilas, fotosíntesis, 
metabolismo del nitrógeno, control del ciclo celular y reloj circadiano. Además, son capaces de 
responder no sólo a luz azul, sino también a luz roja y luz amarilla (Beel et al., 2012; Spexard et 
al., 2014). Otros criptocromos codifican para proteínas tipo DASHs-CRYs (de las iniciales 
Drosophyla, Arabidopsis, Synechocystis y Homo) implicadas en procesos de fotoprotección y 
reparación del DNA (Beel et al., 2012). Por último, también presenta criptocromos similares a 
CRY1 y CRY2 específico de las plantas, denominados CPH1 (Chlamydomonas PHOTOLIASE 
HOMOLOG 1), el cual codifica dos isoformas que se degradan en presencia de luz azul y luz 
roja, vía proteasoma 26S (Reisdorph y Small, 2004). Sin embargo, a pesar de su similitud, 
todavía no se han relacionado con el control postraduccional de CrCO (Figura 9). La presencia 
en algas verdes de criptocromos similares a especies no relacionadas filogenéticamente de 
forma directa indica que el origen evolutivo de los criptocromos es anterior al linaje verde.  
Los fitocromos son otro grupo de fotorreceptores implicados en el control 
postraduccional de CO capaces de responder en plantas a luz roja y luz roja lejana. Son 
proteínas altamente conservadas en cianobacterias, hongos y diatomeas y utilizan el 
cromóforo bilina para captar la luz. Estudios recientes han demostrado la existencia de 
proteínas similares a los fitocromos en el genoma de las algas verdes prasinofíceas, en algas 
pardas y glaucofitas. Sin embargo, en Chlamydomonas, a pesar de tener la capacidad de 
sintetizar el cromóforo bilina, no se ha encontrado aún ninguna proteína homóloga a los 
fitocromos. A diferencia de las plantas, los fitocromos primitivos de las algas presentan un 
rango de absorción de luz más amplio, pudiendo captar luz roja, naranja, azul e incluso verde 
(Figura 9) (Rockwell et al., 2014). 
Otros reguladores de CO son los miembros de la familia de E3 ubiquitinas ligasa COP1 y 
HOS1. Hasta el momento, COP1 ha sido identificado en plantas y algas rojas como 
Cyanidioschyzon merolae, mientras que HOS1 sólo ha sido identificado en plantas. Sin 
embargo, debido a que el mecanismo de degradación mediado por el proteasoma está 
presente y conservado en todo el vegetal, se especula sobre la existencia de posibles proteínas 
homóloga en algas verdes (Figura 9) (Riaño-Pachón et al., 2008; Lázaro et al., 2012). 
Introducción 
 
- 19 - 
 
 
Figura 9. Evolución comparada de la señal fotoperiódica en algas verdes y plantas. Representación de los 
principales elementos reguladores de CO en la ruta fotoperiódica de la floración de Arabidopsis (izquierda). Las 
líneas continuas indican regulación transcripcional, las líneas discontinuas regulación postraduccional y la línea 
punteada estabilización de la proteína. En la imagen de la derecha se representan las proteínas conservadas en la 
ruta fotoperiódica primitiva identificadas en la actualidad. CrCO (homólogo de CO). CrDOF, factor de transcripción 
DOF de copia única. LOV-HK, fototropina capaz de responder tanto a luz azul como a luz roja que presenta un 
dominio LOV similar al de FKF1-ZTL-LKP2 de plantas junto con un dominio histidina kinasa. bHLH, factores de 
transcripción de la misma familia que las proteínas FBHs de plantas. CPH1, criptocromos similares a CRY1 y CRY2 de 
plantas, degradados en presencia de luz azul y luz roja. PHY, fitocromo capaz de percibir luz azul, roja, verde y 
naranja, presente en algas verdes prasinofíceas, algas pardas y glaucofitas. Aunque Chlamydomonas es capaz de 
sintetizar el cromóforo bilina, típico de los fitocromos, no se ha identificado aún una proteína similar en su genoma. 
Las proteínas GI, FT, HOS1 y COP1 representadas en blanco no se han identificado en algas verdes. El 
desconocimiento sobre la regulación de la señalización por fotoperiodo en algas verdes se indica con signos de 
interrogación. 
 
 Los FBHs son factores de transcripción pertenecientes a la amplia familia bHLHs de 
eucariotas y están implicados en la activación transcripcional de CO en plantas. Presentan una 
diversidad muy amplia y se encuentran en el genoma de plantas, musgos, algas verdes y algas 
rojas. Más concretamente en Chlamydomonas, se ha identificado una pequeña familia de 4 
genes de la familia bHLHs (Carretero-Paulet et al., 2010; Pires y Dolan, 2010). Sin embargo, 
hasta el momento ninguno de ellos se ha identificado como un posible regulador de CrCO 
(Figura 9).  
Otros reguladores transcripcionales en Arabidopsis, en este caso inhibidores, son los CDFs 
que pertenecen a los factores de transcripción tipo DOF ampliamente distribuidos en plantas. 
En Chlamydomonas, se ha descrito la existencia de una única copia de este factor de 
transcripción (CrDOF) y se postula que dicho gen podría ser el ancestro de todos los DOFs 
Introducción 
 
- 20 - 
 
existentes en plantas (Moreno-Risueño et al., 2007). Sin embargo no se ha caracterizado aún 
su función en algas (Figura 9).  
Finalmente, no se ha identificado ninguna proteína o dominio homólogo ni de GI ni del 
integrador floral FT en ninguna especie de algas (Corellou et al., 2009; Piñeiro y Jarillo, 2013) 
(Figura 9). 
 
4 FACTORES DE TRANSCRIPCIÓN  
Los factores de transcripción o TFs (del inglés Transcriptions Factors) son proteínas que 
controlan la expresión de un gran número de genes implicados en importantes procesos 
biológicos por medio de su unión a los elementos cis de las secuencias promotoras de los 
genes diana. Esta unión pueden realizarla por si solos o formando complejos (bien como 
homodímeros o como heterodímeros). Aproximadamente el 5% del genoma de Arabidopsis 
codifica para más de 1500 TFs, los cuales se pueden clasificar en 50 familias en función de los 
dominios de unión al DNA conservados (Yanagisawa et al., 2004). Algunos de los factores de 
transcripción presentes en plantas comparten cierta similitud con dominios de unión al DNA 
de TFs de animales, mientras que otras clases son específicas del linaje verde, como por 
ejemplo la familia de factores de transcripción DOF (del inglés DNA with One Finger) (TF DOFs) 
(Yanagisawa, 2002). 
 
4.1 Factores de transcripción DOF 
Los factores de transcripción DOF se caracterizan por presentar un dominio DOF de unión al 
DNA altamente conservado y localizado normalmente en el extremo amino terminal de la 
proteína. Este dominio está formado por 52 residuos aminoacídicos que contienen una 
secuencia formada por 4 cisteínas CX2CX21CX2C (donde X representa cualquier aminoácido). 
Dichas cisteínas unen un átomo de zinc (Zn2+) en la configuración típica de dedo de zinc (Figura 
10) (Yanagisawa, 1997). El sitio de reconocimiento de las proteínas DOFs en el promotor de sus 
genes dianas es la secuencia AAAG (o su reverso complementaria, CTTT), excepto en un gen 
DOF de calabaza (Lagenaria siceraria), donde se unen a la diana AAGT (Yanagisawa, 1997). Sin 
embargo, no todas las secuencias AAAG de los promotores son dianas de las proteínas DOFs, 
teniendo especial importancia las secuencias flanqueantes (T/A)AAAG o (A)CTTT(A). Además, 
la presencia de secuencias AAAG o CTTT en tándem favorecen la unión de los DOFs 
(Yanagisawa, 1997; Yanagisawa y Schmidt, 1999). Por otro lado, Yanagisawa en 1997 describió 
la bifuncionalidad del dominio DOF al demostrar que contribuye no sólo a la unión proteína-
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DNA si no también a la interacción proteína-proteína, teniendo un papel relevante el extremo 
carboxilo del mismo (Yanagisawa, 1997). Además, también presentan un dominio adyacente 
identificado como una señal de localización nuclear (SLN), el cual en ocasiones se superpone 
con el domino DOF. Por otro lado, las regiones amino y carboxilo terminal de las proteínas 
DOFs son muy variables entre las diferentes proteínas DOFs conocidas (Noguero et al., 2013).  
 
 
Figura 10. Representación esquemática del dominio DOF estructurado como un típico dedo de zinc. Dominio DOF 
de 52 residuos aminoacídicos con cuatro cisteínas (marcadas en rojo) que coordinan un átomo de zinc (Zn
2+
) 
formando la estructura clásica de dedo de zinc. Las X representan aminoácidos no conservados. 
 
La capacidad de activación o represión de la transcripción por parte de los DOFs 
depende de diversos factores. La presencia de dominios específicos en las regiones amino o 
carboxilo terminal tiene una gran relevancia. Un ejemplo de ello lo presenta el dominio de 
activación localizado en el extremo carboxilo del TF DOF1 de maíz (ZmDOF1) (Yanagisawa, 
1997). Otro elemento implicado en la funcionalidad de los DOFs es la asociación con otros TF 
DOFs o con TF de otras familias (Yanagisawa, 1997). Esta interacción, además, ayuda a la 
especificidad y selección de las señales correctas en los promotores de los genes diana. Por 
ejemplo, un TF DOF de Arabidopsis (OBP1, OBF binding factor 1) interacciona con TFs de la 
famila bZIP (basic domain leucine zipper) denominados OBF4 y OBF5. Dicha interacción facilita 
la unión a su gen diana. Por otro lado, AtDOF4.7 interactúa con otro factor de transcripción 
DOF (AtZFP2) y juntos controlan la apertura de los órganos florales (Noguero et al., 2013). 
ZmDOF1 es capaz de interaccionar con ZmDOF2 y, además, ambas proteínas pueden 
interaccionar a su vez con una proteína nuclear que actúa como una chaperona (HMG, High 
Mobility Group) (Cavalar et al., 2003; Yanagisawa, 2004). Por último, debido a que un mismo 
DOF puede presentar una función dual, activando o reprimiendo la transcripción de diferentes 
genes, se postula que el gen diana tiene un papel relevante en la determinación de su función. 
El TF ZmDOF2 es un claro ejemplo, al poder activar o reprimir diferentes versiones truncadas 
de un mismo promotor (Yanagisawa, 2000). 
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 Los DOFs son específicos del linaje evolutivo verde y están ampliamente distribuidos 
en angiospermas y gimnospermas. Diversos estudios evolutivos han identificado proteínas 
DOFs incluso en especies tempranas en la evolución como el musgo Physcomitrella, donde se 
han identificado 19 homólogos (Shigyo et al., 2007) y en el alga verde Chlamydomonas donde 
sólo se ha identificado una única copia (Moreno-Risueño et al., 2007). 
 
4.1.1 Funciones de los factores de transcripción DOFs en plantas vasculares 
Debido a la extensa distribución en plantas superiores y a las múltiples copias que presentan 
dentro de cada especie, los DOFs están involucrados en el control de un gran número de 
funciones vitales de las plantas. Noguero et al., 2013 agruparon todos estos procesos en tres 
principales grupos no estancos:  
Desarrollo de la semilla 
Algunos DOFs están implicados en el control de la síntesis de proteínas de 
almacenamiento y en la fase de engorde del endospermo en cereales. Estos DOFs son 
conocidos como PBFs (Prolamin Box Binding Factors) (Vicente-Carbajosa et al., 1997) y se han 
identificado en maíz, arroz, trigo y cebada (Noguero et al., 2013). Otros DOFs presentan un 
papel central en el control de la germinación. Un ejemplo son DAG1 y DAG2 de Arabidopsis 
que actúan de forma antagonista sobre un mismo grupo de genes diana (Papi et al., 2000; 
Gualberti et al., 2002). En cebada, se han encontrado además, dos proteínas DOF denominadas 
SAD y BPBF que activan y reprimen, respectivamente, la expresión de un gen intermediario en 
la regulación de la germinación mediada por giberelinas (Isabel-LaMoneda et al., 2003; Zou et 
al., 2008). En arroz, OsDOF3 se induce igualmente vía señalización por giberelinas para 
promover la germinación (Washio, 2001). Por último, en soja, se han identificado dos 
proteínas DOF (GmDOF4 y GmDOF11) implicadas en el almacenamiento de lípidos en la semilla 
(Wang et al., 2007). 
 
Regulación del metabolismo 
Los TF DOFs intervienen en múltiples procesos de respuesta metabólica a cambios 
ambientales. Entre ellos se puede destacar el control de genes regulados por luz implicados en 
el metabolismo de los carbohidratos (Yanagisawa, 2000). ZmDOF1 promueve la síntesis de 
esqueletos carbonados activando la transcripción de enzimas del metabolismo C4 de maíz en 
Arabidopsis y generando plantas con una mayor capacidad de asimilación de nitrógeno incluso 
bajo condiciones limitantes de dicho compuesto (Yanagisawa et al., 2004). El TF DOF de patata 
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SRF1, participa en el control del metabolismo de carbohidratos activando la síntesis de 
almidón y como consecuencia de ello, disminuyendo la concentración de glucosa y fructosa 
(Tanaka et al., 2009). La sobreexpresión del OsDOF25 en Arabidopsis también provoca una 
alteración de la homeostasis del metabolismo del carbono y nitrógeno (C:N) lo que resulta en 
un incremento de la concentración de aminoácidos (Santos et al., 2012). Por otro lado, el TF 
DOF5 de Pinus pinaster tiene un importante papel regulador en la asimilación de amonio en 
coníferas (Rueda-López et al., 2008). 
Otros genes DOFs están involucrados en procesos de respuesta a estrés biótico y 
abiótico. Más concretamente, el TF DOF de Arabidopsis, OBP2, está implicado en la síntesis de 
sustancias de defensa como respuesta al ataque por herbívoros y por tratamientos con metil 
jasmonato (Skirycz et al., 2006). Por otro lado, se ha descrito que AtDOF4.2 está implicado en 
la regulación del metabolismo secundario de los fenilpropanoides (Skirycz et al., 2007). 
Procesos de diferenciación 
Numerosos DOFs están implicados en procesos de diferenciación. ZmDOF1, además de 
tener un papel relevante en el control del metabolismo de los carbohidratos, participa en la 
regulación de la expresión de genes que controlan el desarrollo del grano de polen (Chen et al., 
2012). El TF DOF OBP1 de Arabidopsis está implicado en el control del ciclo celular, actuando 
sobre genes de la familia de las CICLINAS (Skirycz et al., 2008). Por otro lado, AtDOF5.1 activa la 
expresión de genes implicados en el establecimiento de la polaridad de la hoja (Kim et al., 
2010). El desarrollo del tejido vascular en Arabidopsis está regulado, entre otras proteínas, por 
AtDOF2.4 y AtDOF5.8 (Konishi y Yanagisawa, 2007) y además, se han encontrado genes 
implicados en la síntesis de lignina, cuyos promotores presentan sitios de unión de los DOFs. A 
pesar de que aún no se ha demostrado el papel de los DOFs en este proceso (Rogers et al., 
2005), se han identificado ortólogos de DOFs en análisis transcriptómicos realizados durante la 
formación de madera en Pópulus (Schrader et al., 2004). Existen otros DOFs cuya expresión 
está bajo el control del fotoperiodo, respondiendo a señales procedentes tanto de los 
fitocromos como de los criptocromos o bajo control circadiano. Como ejemplo se puede 
destacar AtCOG1, un DOF implicado en la regulación negativa de los fotorreceptores PHYA y 
PHYB (Park et al., 2003). Otro claro ejemplo lo representan los CDFs en Arabidopsis cuya 
expresión está controlada por el reloj circadiano y por el fotoperiodo (Imaizumi et al., 2005). 
Tal y como se ya ha comentado anteriormente los CDFs son reguladores negativos de CO y FT 
en la ruta fotoperiódica de la floración. 
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4.1.2 CDFs 
Los primeros CDFs caracterizados fueron 5 DOFs de Arabidopsis (CDF1 – 5) (Imaizumi et al., 
2005; Fornara et al., 2009). Todos ellos se expresan en las células acompañantes del floema y 
pertenecen al mismo clado filogenético previamente definido como grupo II (Yanagisawa, 
2002) o como subfamilia A (Moreno-Risueño et al., 2007). Los CDF1, 2, 3 y 5 muestran un perfil 
de expresión similar y actúan de forma redundante (Imaizumi et al., 2005; Fornara et al., 
2009). Todos presentan su máximo de expresión a primera hora de la mañana y a última de la 
noche. Dichos patrones son muy similares tanto en DL como en DC. Por el contrario, el perfil 
de acumulación de transcrito de CDF4 es muy similar al de COG1 (implicado en la elongación 
del hipocótilo) aumentando progresivamente en el periodo de oscuridad. La sobreexpresión de 
CDF1, 2, 3 y 5 retrasa la floración únicamente en DL y plantas transgénicas mutantes en los 4 
CDFs (cdf1 cdf2 cdf3 y cdf5) muestran un fuerte fenotipo de floración temprana tanto en DL 
como en DC (Fornara et al., 2009). 
A partir de la caracterización de los CDFs de Arabidopsis, se han identificado CDFs en 
otras especies de plantas. En patata (Solanum tuberosum) StDOF1 participa en el control de la 
tuberización y del ciclo de vida de la planta en DC, inhibiendo la transcripción de StCO e 
induciendo la expresión, de forma indirecta, del homólogo de FT, StSP6A (Kloosterman et al., 
2013). En tomate, se han caracterizado 5 CDFs (SlCDFs), los cuales participan en la tolerancia a 
estrés abiótico como sequía, salinidad y condiciones extremas de temperatura. Además, 
SlCDF3, induce retraso floral inhibiendo la expresión de CO y FT en ensayos de expresión 
heteróloga en Arabidopsis (Corrales et al., 2014). En plantas facultativas de DC como el arroz, 
OsDOF12 (también llamado, RICE DOF DAILY FLUCTUATIONS 4 o RDD4) y RDD1, están 
implicados en el control de la floración. Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en 
Arabidopsis la sobreexpresión de OsDOF12 en DL activa la transcripción de HD3A (homólogo 
de FT) pero no de HD1 (homólogo de CO) e induce floración temprana en comparación con la 
planta silvestre (Li et al., 2009). Por otro lado, RDD1 induce también floración temprana en 
arroz, sin embargo al no alterar los niveles de expresión ni de HD3A ni de HD1, se postula que 
participa en una ruta alternativa de la floración (Iwamoto et al., 2009). 
Todos los CDFs caracterizados hasta el momento, a excepción del CDF4 cumplen tres 
requisitos indispensables; i) en un estudio filogenético se agrupan junto con los CDFs de 
Arabidopsis; ii) presentan un perfil de expresión cuyo máximo se encuentra al principio del día 
y al final de la noche iii) presentan dos dominios altamente conservados en el extremo 
carboxilo terminal, los cuales se corresponden con los sitios de unión de GI y FKF1 (a excepción 
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de las variantes alélicas de patata StCDF1.2 y StCDF1.3 que lo presentan delecionado) 
(Kloosterman et al., 2013). 
Los CDFs de Arabidopsis además de estar regulados por el complejo GI-FKF dependiente 
de luz azul y por el reloj circadiano, podrían estar regulados por sumoilación, ya que se ha 
descrito que CDF2 se degrada por un proceso postraduccional mediado por SUMO (Elrouby et 
al., 2013). 
 
5 OBJETIVOS 
El mecanismo molecular que controla la respuesta fotoperiódica es uno de los procesos de 
señalización de la floración mejor conservado en plantas espermatofitas (Amasino, 2010; 
Valverde, 2011; Romero-Campero et al., 2013). Sin embargo, debido a la diversificación génica 
de los genes involucrados en este proceso y a la redundancia funcional que presentan entre 
ellos, es complicado asignar funciones a genes concretos. Por ello, en este trabajo se aborda el 
estudio de la señalización por fotoperiodo en organismos evolutivamente más simples, como 
el alga verde Chlamydomonas reinhardtii. Uno de los elementos reguladores de CO en plantas 
lo constituyen los factores de transcripción DOF conocidos como CDFs. Debido a que 
Chlamydomonas presenta una única copia del gen DOF (CrDOF), éste sería un buen candidato 
para el estudio. Por lo tanto, los objetivos de esta tesis doctoral se resumen en los siguientes 
apartados: 
- Identificación y caracterización molecular de CrDOF, un posible nuevo elemento 
conservado en la señalización fotoperiódica en Chlamydomonas reinhardtii. 
- Estudio del efecto de la sobreexpresión y silenciamiento génico de CrDOF en el 
control transcripcional de CrCO y sobre aspectos moleculares de la biología del alga. 
- Caracterización fenotípica y molecular de plantas de Arabidopsis thaliana que 
sobreexpresan CrDOF y su efecto sobre la señalización fotoperiódica de la floración. 
- Análisis transcriptómico global mediante RNAseq de algas y plantas que 
sobreexpresan CrDOF y su efecto sobre la fisiología del organismo. 
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Durante el transcurso de esta tesis doctoral, los resultados obtenidos han formando parte de 
diversas comunicaciones a congresos: 
- XI Reunión de Biología Molecular de Plantas. Segovia (2012).” Evolución comparada de 
la señal fotoperiódica en algas verdes y plantas”. Presentación tipo póster. 
- XXXV Congreso de la Sociedad Española de Bioquímica y Biología Molecular 
(iubmb&febs). Sevilla (2012). “Compared evolution of photoperiodic signaling in green 
algae and plants”. Presentación oral invitada. 
- XXXVI Congreso de la Sociedad Española de Bioquímica y Biología Molecular. Sevilla 
(2013). Madrid (2013). “Análisis evolutivo de la señal fotoperiódica en eucariotas 
fotosintéticos”. Presentación tipo póster. 
- XII Reunión de Biología Molecular de Plantas. Cartagena (2014). “Chlamydomonas 
DOF, a new element of the ancient photoperiod pathway”. Presentación tipo poster. 
Además, son parte de dos manuscritos: “An evolutionarily conserved DOF-CONSTANS 
module controls plant photoperiodic signaling” enviado para su publicación y otro trabajo en 
preparación. 
Por otro lado, la doctoranda ha participado en el escrutinio y caracterización de 
factores de transcripción de Arabidopsis implicados en el control de la floración utilizando las 
herramientas generadas en el proyecto CONSOLIDER-INGENIO 2010 “TRANSPLANTA” y ha 
realizado una estancia durante 2 semanas en la Universidad de Milán donde realizó técnicas de 
inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). Bajo el programa de acciones integradas 2009. 
Además ha participado activamente en diversos estudios ya publicados: 
- Romero-Campero FJ, Lucas-Reina E, Said FE, Romero JM, Valverde F (2013) A 
contribution to the study of plant development evolution based on gene co-expression 
networks. Front Plant Sci 4: 1–17 
- Ortiz-Marchena MI, Albi T, Lucas-Reina E, Said FE, Romero-Campero FJ, Cano B, Ruiz 
MT, Romero JM, Valverde F (2014) Photoperiodic control of carbon distribution during 
the floral transition in Arabidopsis. Plant Cell 26: 565–584 
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1 ORGANISMOS MODELO Y CONDICIONES DE CRECIMIENTO 
1.1 Microalgas: Chlamydomonas reinhardtii 
Para la especie modelo del alga verde unicelular, Chlamydomonas reinhardtii, se empleó como 
cepa silvestre, el mutante de pared celular CW15. Dicha cepa se utilizó para estudios 
fisiológicos (curva de crecimiento y análisis del tamaño celular), estudios moleculares (medida 
de los niveles de expresión génica y de proteínas), así como para la obtención de algas 
transgénicas sobreexpresoras de genes de interés. 
Para la transformación y selección de las líneas silenciadas por microRNAs artificiales 
(amiRNA) se utilizó la cepa CC-4351 CW15 arg7-8 mt+ [Matagne 325] auxótrofa para arginina 
obtenida del Max Planck Institute of Molecular Plant Physiology (Alemania). 
 
1.1.1 Cultivo de Chlamydomonas 
Medio líquido. Los cultivos de Chlamydomonas en medio líquido se realizaron en medio rico 
TAP (Harris, 1989) y en medio normal Sueoka (Sueoka et al., 1967) suplementados con una 
fuente de NO3
- o NH4
+ según correspondiera (Tabla 1). Los cultivos se cultivaron en condiciones 
de esterilidad en un volumen no superior a 1/3 del volumen del matraz para asegurar su 
correcta aireación. Se aclimataban durante un periodo mínimo de 3 semanas en condiciones 
de DL o DC. La temperatura de cultivo era de 22°C durante el día y 18°C durante la noche, con 
una intensidad lumínica de 50 µE/m2/s en cámaras SG-1400 (Radiber SA, Spain) en agitación 
continua. Los cultivos en luz continua (LL) se crecían a una temperatura de 22°C y con una 
intensidad lumínica de 50 µE/m2/s, en agitación. Los cultivos en oscuridad continua (OO), luz 
azul continua (AA) y luz roja continua (RR) se mantenían en la misma cámara y se procedía a 
tapar los matraces con papel opaco o papel de acetato del color requerido. 
Médio sólido. Para el mantenimiento de las células transformantes de Chlamydomonas 
se utilizaron tubos falcons de 15 ml con 5 ml de medio Sueoka suplementado con NO3
-, 2% 
(p/v) de agar y 25 µg/ml de higromicina (Hyg) (en el caso de las líneas sobreexpresoras). Los 
cultivos se mantenían a 25°C, con una iluminación constante de 50 µE/m2/s. 
 
1.1.2 Recogida del material 
La recogida de células para todos los experimentos realizados en este trabajo se realizaba por 
centrifugación a 3200 g durante 4 min. Tras lavar el precipitado de células con 1 ml de PBS, se 
Materiales y Métodos 
 
- 30 - 
 
volvía a centrifugar en las mismas condiciones. Finalmente se congelaba el precipitado en 
nitrógeno líquido y se mantenía a -80°C hasta su procesamiento.  
En el caso de los experimentos de expresión génica o extracción de proteínas se 
recogían 20 ml de un cultivo en fase exponencial (entre 8 y 10 µg/ml de clorofila o 1-5 x 106 
células/ml). Para los estudios de expresión durante un ciclo día-noche, las muestras se 
recogieron cada 4 h. El tiempo circadiano se define como zeitgeber time (ZT), siendo ZT0 el 
momento donde comienza el periodo de luz (Figura 11). 
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Tabla 1. Composición de los medios Sueoka y TAP suplementados con Nitrato y Amonio 
Trazas Hutner 
EDTA 35 mM 
H3BO3 35 mM 
ZnSO4 7H2O 15 mM 
FeSO4 7H2O 35 mM 
MnCl2 4H2O 5 mM 
CaCl2 6H2O 1,5 mM 
CuSO4 5H2O 1,5 mM 
 (NH4)6MO7O24 4H2O 0,2 mM 
 
 
 
1.1.3 Análisis fisiológicos de crecimiento (curva de crecimiento y goteo) 
Curva de crecimiento. Los cultivos de las diferentes líneas sobreexpresoras CrDOFin#5 y 
CrDOFox:YFP#4 (Ver apartado 3.2.1 y Tabla 2) de Chlamydomonas con su correspondiente 
cepa silvestre y el control negativo (plásmido vacío) se cultivaron en DL y medio Sueoka 
suplementado con NH4+ hasta alcanzar la fase estacionaria. Para realizar la curva de 
crecimiento, se diluyeron todos los cultivos hasta obtener una concentración celular de 0,7 
µg/ml de clorofila (Ver apartado 1.1.4) y se subcultivaron a medio Sueoka suplementado con 
NO3
- para inducir la expresión del transgén. Finalmente, para determinar el crecimiento celular, 
se medía el contenido de clorofila una vez a la semana durante un mes. En el caso de las líneas 
Medio 
Sueoka  
K2HPO4 8,25 mM  
KH2PO4 5,5 mM 
MgSO4 7H2O 0,25 mM 
CaCl2 H2O 0,15 mM 
5 ml/L Trazas Hutner 
Suplemento Nitrato 
KN03 15 mM 
Suplemento Amonio 
NH4Cl 10 mM 
Medio 
TAP 
Acetato de sodio 10 mM 
K2HPO4 0,8 mM 
KH2PO4 0,55 mM 
Tris HCL 20 mM 
5 ml/L Trazas Hutner 
Suplemento Nitrato 
KNO3 20 mM 
CaCl2 10 mM 
MgSO4 7H2O 8 mM 
KCL 250 mM 
Suplemento Amonio 
NH4CL 15 mM 
CaCl2 6,75 mM 
MgSO4 7H2O 8 mM 
DL 
DC 
Figura 11. Representación esquemática de 
las horas de recogida de muestra en los 
diferentes fotoperiodos. La zona sombreada 
en blanco indica periodos de luz y la zona 
sombreada en negro periodos de oscuridad. 
Las horas se representan como ZT.  
 
 ZT(h) 
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silenciadas amiCrDOF (Ver apartado 3.3) las algas se cultivaron siempre en medio Sueoka 
suplementado con NO3
- o con NO3
- y arginina en el caso del silvestre CC-4351 y se procedía de 
igual forma que para las líneas de sobreexpresión. 
Crecimiento por goteo. Para el análisis del crecimiento mediante goteo, se utilizaron 
los mismo cultivos en fase estacionaria y se diluyeron todos a una misma concentración celular 
(4x106 células/ml). A partir de aquí se hicieron 4 diluciones seriadas 1/10 y se añadió una gota 
de 3 µl de cada una de las diluciones a placas de medio TAP y medio Sueoka suplementadas 
con NO3
- en el caso de las líneas sobreexpresoras o con arginina para las líneas silenciadas. Se 
cultivaron tanto en condiciones de DL como de DC. 
 
1.1.4 Extracción de clorofila 
Para determinar el contenido en clorofila de un cultivo de Chlamydomonas se recogía 1 ml de 
células y se centrifugaba durante 4 min a 3220 g. Al precipitado de células se le añadía 1 ml de 
metanol y se agitaba fuertemente para favorecer la rotura y liberación de los pigmentos 
fotosintéticos. Seguidamente, se centrifugaba 4 min a máxima velocidad. El contenido de 
clorofila se determinaba midiendo la capacidad de absorción del sobrenadante en un 
espectofotómetro Genesys 10uv (ThermoSpectronic) a 665 nm. El resultado obtenido se 
multiplicaba por el coeficiente de extinción molar del metanol (13,43), obteniéndose una 
medida de la cantidad celular en µg/ml de clorofila. 
 
1.1.5 Análisis fisiológico mediante citometría de flujo 
Para determinar el tamaño celular de las algas, cultivos de células silvestres (CW15 y CC-4351) 
y transgénicas (CrDOFin#5 y amiCrDOF) en DL y DC a ZT4 crecidas en medio Sueoka e inducidas 
con NO3
- se analizaron en un citómetro de flujo BD influx™ Cell Sorter flow cytometer (Becton 
Dickinson, Canada) equipado con un laser de 488 nm a 200 mW. Las medidas se realizaron 
empleando el programa BD FACS sortware. 
 
1.2 Material Vegetal 
En el desarrollo de este trabajo doctoral se ha utilizado Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia 
(Col-0) como modelo de planta herbácea. Se han realizado estudios fenotípicos de tiempo de 
floración y análisis moleculares de expresión de genes y proteínas, así como transformación y 
obtención de plantas sobreexpresoras. Además, se utilizaron para estudios de 
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complementación con CrDOF plantas mutantes de Arabidopsis para los 4 CDFs (cdf1 cdf2-1 
cdf3-1 cdf5-1) cedida por el Dr. George Coupland del Max Planck Institute of Plant Breeding 
Research (MPIZ) en Colonia (Alemania) y el Dr. Fabio Fornara de la Università Degli Studi Di 
Milano y denominadas en este trabajo como 4cdfs (ver apartado 4.2).  
Finalmente, se han empleado plantas de Nicotiana benthamiana para experimentos de 
expresión transitoria mediada por Agrobacterium tumefaciens (A. tumefaciens). 
 
1.2.1 Cultivo de Arabidopsis  
Cultivo en placa. Las plantas de Arabidopsis sembradas en condiciones asépticas se usaron 
para el análisis de expresión génica mediante qPCR y extracción de núcleos para experimentos 
de inmunodetección de proteínas. Para ello se procedió a la esterilización de las semillas 
mediante vapores de cloro usando una campana de vacío y una solución de ácido clorhídrico e 
hipoclorito sódico al 1,2% (v/v) durante toda la noche. Seguidamente, se sembraban las 
semillas en medio Murashige y Skoog (MS) de Duchefa Biochemie (Murashige y Skoog, 1962) a 
pH 5,7 ajustado con NaOH 1N y suplementado con MES 0,05% (p/v), sacarosa 1% (p/v), 
phytagel (SIGMA) 0,4% y una solución de vitaminas a 100 µg/µl. Posteriormente, se realizaba 
la estratificación de las semillas para sincronizar su germinación, manteniéndolas durante 4 
días a 4°C en oscuridad. Finalmente, se colocaban en cámaras de cultivo in vitro SG-1400 
(Radiber SA, Spain) en condiciones de DL o DC ambos a una temperatura de 22°C durante el 
día y 18°C durante la noche y una intensidad lumínica entre 100 y 120 µE/m2/s. 
Cultivo en tierra. Las semillas previamente estratificadas se sembraron en semilleros 
(Arasystem, Bélgica) en bandejas de cultivo. La tierra (turba vegetal tipo Floraska, Alemania) 
era previamente tratada con el antifúngico Terraclos SuperX (Etridiazol 6% (v/v) + Quintoceno 
24% (v/v), Dow Agoscience Ibérica, S.A. España) al 0,5% (v/v), por el Servicio de Cultivos 
Biológicos del Centro de Investigaciones Científicas Isla de la Cartuja.  
Las plantas destinadas a estudios fenotípicos de tiempo de floración (ver apartado 
1.2.4)  se cultivaban en cámaras de cultivo SANYO SGR193.S26A, con un fotoperiodo de DL o 
DC en las mismas condiciones anteriormente expuestas. Para la transformación y propagación 
de semillas de Arabidopsis así como para los estudios de expresión transitoria en Nicotiana las 
plantas se cultivaban en invernadero. En este caso, para alcanzar las 16 h de iluminación 
(correspondiente a un DL) en invierno, se utilizaban lámparas de vapor de sodio (400 W). 
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1.2.2 Recogida del material vegetal 
Las plántulas sembradas en placas se recolectaban a los 14 días después de la siembra en DL y 
a los 24 días en DC, congelándolas en nitrógeno líquido y almacenándolas a -80°C hasta su 
procesamiento. En el caso de estudios de expresión durante un ciclo día-noche, las muestras 
se recogieron cada 4 h (Figura 11). 
 
1.2.3 Propagación de semillas 
Para la propagación de las líneas de interés de Arabidopsis, las semillas sembradas en tierra se 
cultivaban hasta que cumpliesen su ciclo de vida (5 semanas aproximadamente en el caso de 
Col-0) y presentaran silicuas maduras. Una vez secas, se procedía a la recogida, catalogación y 
almacenamiento de las semillas a temperatura ambiente o a 4°C para su mantenimiento 
durante un largo periodo de tiempo. 
 
1.2.4 Análisis fenotípicos y tiempos de floración 
El análisis de las características fenotípicas de las líneas transgénicas se realizó con plantas 
sembradas en tierra en las cámaras de cultivo. Cada línea transgénica se sembraba junto con la 
cepa silvestre Col-0 y se anotaba para cada caso el número de hojas de la roseta y el número 
de hojas caulinares en el momento de la aparición del botón florar, determinando si las líneas 
transgénicas presentaban floración temprana o tardía en comparación con Col-0. Los 
experimentos se realizaban por triplicado y se representaba la media y la desviación estándar 
de datos de al menos 30 plantas por experimento. 
 
1.3 Bacterias 
1.3.1 Estirpes utilizadas 
Las estirpes de Escherichia coli (E. coli) empleadas en este trabajo fueron: DH5α (supE44 Δlac 
U169 (Φ80 lacZΔM15) hDCR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA1) para la clonación y 
almacenamiento de plásmidos y BL21 (DE3) pLysS (F- ompT hDCSB (rB- mB-) dcm gal λ(DE3) 
pLysS Cmr) para la producción de proteínas recombinantes por inducción con IPTG. 
Para la transformación de plantas de Arabidopsis y para la expresión transitoria de 
proteínas recombinantes en Nicotiana se utilizó la estirpe de A. tumefaciens GV3101 pmp90 
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procedente del MPIZ. El almacenamiento de las construcciones en las bacterias se realizó al 
20% (v/w) de glicerol y se almacenaba a -80°C. 
 
1.3.2 Cultivo en medio líquido y sólido 
Las bacterias se cultivaron a 37°C (E. coli) o 30°C (A. tumefaciens) en incubadores con agitación 
a 200 rpm. En ambos casos se utilizó el medio de cultivo Luria-Bertani (LB) (NaCl 10 g/L; 
bactotriptona 10 g/L; extracto de levadura 5 g/L). Para el cultivo en medio sólido el medio LB 
se solidificó con Bactoagar al 1,5% (p/v).  
Para el cultivo y selección de cepas transformantes, el medio LB se suplementaba con 
los antibióticos correspondientes, previamente esterilizados con filtros MILLEX®GP 
(MILLIPORE) de 0,2 µm de diámetro de poro en caso de que fuera necesario: 100 µg/ml de 
ampicilina (Amp), 50 µg/ml de kanamicina (Km), 25 µg/ml de rifampicina (Rif), 20 µg/ml de 
gentamicina (Gent) y 20 µg/ml de tetraciclina (Tet). 
 
2 ANÁLISIS FILOGENÉTICO Y ESTUDIO DE MOTIVOS CONSERVADOS 
Para el estudio de la evolución de la familia de factores de transcripción DOF se usó la 
secuencia aminoacídica de CrDOF para buscar proteínas homólogas en las algas verdes Volvox 
Carteri (Vc), Ostreococcus tauri (Ot) y Micromonas pusilla (Mp), la briofita Physcomitrella 
patens (Pp), las monocotiledóneas Oryza Sativa (Os) y Zea mays (Zm), la herbácea Arabidopsis 
thaliana (At) y la leñosa Populus trichocarpa (Pt). Para ello se utilizó la base de datos 
Phytozome v9.1 (http://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html) (Goodstein et al., 2012). Se 
obtuvieron un total de 84 secuencias (Anexo 1) y se alinearon usando el programa MUSCLE 
(Edgar, 2004). El árbol filogenético se generó empleando el algoritmo Neighbor Joining (Saitou 
and Nei, 1987) con un modelo de sustitución JTT + G 0,54 (Jones et al., 1992). El valor boostrap 
o número de réplicas analizadas fue de 500. Para la construcción del árbol filogenético se usó 
el programa MEGA5 (Tamura et al., 2011). 
 Además, se realizó un estudio de los dominios conservados de las 84 secuencias 
proteicas, usando el software MEME (http:// meme.nbcr.net/meme/) (Bailey et al., 2009). Los 
dominios encontrados, se caracterizaron usando el servicio de búsqueda Conserved Domain 
Search Service (http://www.ncbi.nlm.nih. gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi). De los 5 principales 
dominios encontrados, únicamente el dominio DOF estaba anotado como tal. El dominio de 
unión de GI y FKF fue identificado por Kloosterman et al., 2013 y la putativa SLN por Moreno-
Risueño et al., 2007. 
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 Para la búsqueda de genes o dominios DOF en el genoma de algas no clorofíticas como 
diatomeas (taxid:2836) o algas rojas (taxid:2763) así como de organismos no fotosintéticos 
como arqueas (taxid:2157), se utilizaron las bases de datos del Centro Nacional de Información 
Biotecnológica (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y Uniprot (http://www.uniprot.org). 
Para ello se realizó una búsqueda mediante TBLASTN utilizando tanto la secuencia completa de 
la proteína CrDOF como la zona restringida al dominio DOF. Además, se realizaron búsquedas 
en la base de datos PFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/) especializada en dominios, motivos y 
estructura de proteínas. 
 
3 MÉTODOS DE ANÁLISIS Y MANIPULACIÓN DEL DNA 
3.1 Técnicas rutinarias de clonación 
3.1.1 Extracción de DNA genómico 
Para la extracción de DNA genómico se utilizó una versión modificada del protocolo descrito 
por Edwards et al., 1991. En el caso de Chlamydomonas, se partía de un precipitado de células 
correspondiente a 20 ml de un cultivo en fase exponencial al que se le añadía 500 µl de 
tampón de extracción (Tris-HCl pH 7,5 200 mM; NaCl 250 mM; EDTA 250 mM; SDS 2% (p/v)) y 
se homogeneizaba vigorosamente. Para Arabidopsis se usaba un disco de hoja 
(aproximadamente 0,01 g) el cual se homogeneizaba en el mismo tampón de extracción 
descrito para Chlamydomonas usando una punta de polipropileno con la terminación roma. A 
partir de aquí, el protocolo continuaba igual para las dos especies modelo. Se centrifugaba 5 
min a 20000 g y al sobrenadante se le añadían 500 µl de Fenol:Cloroformo:Isoamílico (25:24:1) 
(v/v/v). Se volvía a centrifugar en las mismas condiciones y se añadía un volumen de 
isopropanol. Se incubaba durante 10 min a temperatura ambiente, se volvía a centrifugar y se 
lavaba el precipitado con etanol al 70% (v/v). Finalmente se resuspendía en 50 µl de TE. 
 
3.1.2 Amplificación de fragmentos de DNA mediante PCR 
Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se realizaron en un termociclador MJ Mini 
PersonalTM Thermal Cycler de BioRad. Los oligonucleótidos se diseñaron usando el programa 
on line Oligo analyzer de Integrated DNA technologies (www.idtdna.com). Se utilizó una 
polimerasa de alta fidelidad (Velocity DNA polimerase, Bioline) para clonar fragmentos de DNA 
genómico o cDNA y una polimerasa de baja fidelidad (My Taq DNA polimerase, Bioline) para 
PCRs rutinarias de comprobación. En ambos casos la mezcla de la reacción y los ciclos de 
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amplificación se realizaron según las recomendaciones del fabricante de cada polimerasa, 
añadiendo en el caso de la amplificación de secuencias de Chlamydomonas DMSO al 2% (v/v) 
debido al alto contenido G+C del genoma del alga. 
 
3.1.3 Electroforesis en geles de agarosa y purificación desde gel 
Tanto los productos de PCR como los plásmidos digeridos se separaban en geles entre el 0,8 - 
1,2% (p/v) de agarosa disueltos en tampón TBE (Tris-Borato-EDTA). El resultado se visualizaba 
usando un transiluminador UNIVERSAL HOOD II (BioRad). En caso de reacciones de digestión o 
PCR para clonar genes, se cortaba la banda de interés y se purificaba usando el kit MEGAquick-
spinTM Total Fragment DNA Purification de iNTRON según las recomendaciones del manual. 
 
3.1.4 Digestión con enzimas de restricción 
Para las reacciones de digestión, se usaron las enzimas de restricción fast digest (Fermentas). 
La mezcla de reacción se realizaba en un volumen final de 50 µl. Se usaba 1 µl de la enzima de 
restricción requerida, entre 500 ng y 1 µg de plásmido o DNA molde, 5 µl del tampón 
correspondiente y se completaba con agua Mili-Q autoclavada. Finalmente, se incubaba entre 
5 y 30 min a diferentes temperaturas según las recomendaciones del manual para cada 
enzima. 
 
3.1.5 Ligación 
La ligación de fragmentos de DNA se realizó utilizando la enzima T4 DNA ligasa de Promega. La 
mezcla de reacción se realizaba en un volumen final de 10 μl y contenía una relación 3:1 de 
inserto:vector, 1 U de T4 DNA ligasa, 1 μl de tampón de ligación y agua Milli-Q autoclavada 
hasta 10 μl. La reacción de ligación se incubaba un mínimo de 16 h a 4°C. 
 
3.1.6 Aislamiento de plásmidos 
Para el aislamiento y purificación de plásmidos se utilizó el kit ZyppyTM Plasmid Miniprep de 
ZYMO RESEARCH basado en la lisis alcalina, siguiendo las instrucciones del fabricante. 
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3.1.7 Secuenciación 
Para comprobar la correcta clonación de los genes en los plásmidos de interés, se utilizó el 
servicio de secuenciación del Instituto de Parasitología López Neyra (CSIC) en Granada. 
 
3.2 Clonación por recombinación con el Sistema Gateway y plásmidos utilizados  
3.2.1 Clonación en Chlamydomonas 
Con el fin de facilitar la clonación y manipulación génica en Chlamydomonas se aprovechó el 
sistema Gateway (Invitrogen) usado ampliamente en plantas, para la construcción de vectores 
específicos con dicha tecnología. Se generaron dos tipos de plásmidos, dos de expresión 
inducible, con y sin la fusión de la proteína YFP en el extremo carboxilo y otro de expresión 
constitutiva. La proteína YFP estaba adaptada al uso de codones de Chlamydomonas (rico en 
G+C) (Matsuo and Ishiura, 2010).  
 
Plásmidos de expresión inducible 
  La generación de los plásmidos de expresión inducible se realizó clonando el gen YFP 
en los sitios de restricción EcoRV/BamHI en el plásmido pNIA2 (pBSK+ con el promotor y 
terminador del gen nitrato reductasa (NIA)) (González-Ballester et al., 2005) generando el 
plásmido pNIA-YFP. Seguidamente se clonó en el sitio KpnI un gen de resistencia a Hyg 
(obtenido del plásmido pHYG3, cedido por W. Mages de la Universidad de Regensburg) 
obteniendo el plásmido pNIAH-YFP. Además se verificó la orientación del fragmento usando la 
enzima de restricción HindIII y se seleccionaron aquellos clones que presentaban el gen de 
resistencia en antisentido con respecto al promotor NIA. La secuencia Gateway (marco abierto 
de lectura tipo B) se introdujo con la enzima EcoRV generando el plásmido pNIAHG-YFP (Figura 
12A). El plásmido de expresión inducible sin fusión a YFP (pNIAHG), se realizó  empezando su 
construcción a partir de la clonación del gen de resistencia a Hyg (Figura 12A). 
 
Plásmido de expresión constitutiva 
Para el plásmido de expresión constitutiva se diseñó in sílico la secuencia de un vector 
que contenía el promotor constitutivo híbrido de la proteína de choque térmico 70 y la 
subunidad pequeña de la enzima Rubisco (Hsp70/RbcS2), la secuencia Gateway (marco abierto 
de lectura tipo B) y el terminador 3´UTR de la Rubisco. Este diseño a la carta permitió insertar y 
eliminar sitios de restricción según fuera de interés sin modificar la secuencia de la proteína. El 
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mapa de restricción quedó como se muestra en la Figura 12B. Usando el servicio de síntesis de 
novo de Invitrogen, se utilizó este plásmido como base para clonar el gen  YFP y el gen de 
resitencia a Hyg, obteniendo el plásmico pCrCH-YFP (Figura 12C).  
 
 
Figura 12. Esquema de los vectores de Chlamydomonas reinhardtii. A. Vectores inducibles por nitrato. El vector 
pNIAHG carece del gen YFP. B. Vector de expresión constitutiva diseñado in silico. C. Vector de expresión 
constitutiva tras clonar la proteína YFP y el gen de resistencia a Hyg. Se indican las dianas de restricción de corte 
único. 
 
Una vez terminado el plásmido Gateway para la clonación de genes de 
Chlamydomonas, se procedió a clonar la secuencia genómica de CrDOF. Para ello se amplificó 
mediante PCR utilizando oligonucleótidos específicos que incluyesen los sitios de 
recombinación attB1 y attB2 de la clonasa BP responsable de la transferencia del gen de 
interés al vector de entrada pDONR207 (5'-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGTTGGCGCTAAGCAGTCGCGC-3'; 5'-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCCTAGCACCCGAGTAAGCGGC-3'). El producto de PCR 
se purificó y se realizó la reacción de recombinación BP según las recomendaciones del 
fabricante (Invitrogen, Manual Gateway). A continuación se transformó la cepa de E. coli DH5α 
y tras comprobar mediante secuenciación que la secuencia del inserto era correcta, se realizó 
la segunda reacción de recombinación (LR) con el fin de transferir el gen de interés al vector 
generado en el laboratorio. Tras transformar el segundo producto de la reacción, se verificó 
mediante secuenciación que CrDOF se había clonado en los plásmidos correspondientes y en la 
misma fase de lectura que la YFP. Por último, se utilizaron estas construcciones para 
transformar Chlamydomonas (ver apartado 4.1). Todos los plásmidos utilizados y el nombre de 
la línea transgénica transformada con dicho plásmido, se resumen en la Tabla 2. 
A 
B 
C 
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Tabla 2. Construcciones empleadas para la sobreexpresión y silenciamineto de los genes de interés 
Plásmidos 
 
Uso y/o características  
Nombre de la 
línea transgénica 
Referencia o 
fuente 
pNIAHG 
C
. r
ei
n
h
a
rd
ti
i 
Vector Gateway de expresión inducible (Amp
R
 en 
bacterias e Hyg
R
 en Chlamydomonas) 
CrDOFin 
Construcción 
propia 
 
pNHG-YFP 
Vector Gateway de expresión inducible (Amp
R
 en 
bacterias e Hyg
R
 en Chlamydomonas) con fusión 
carboxilo terminal con la proteína YFP 
CrDOFin:YFP 
 
pCrCH-YFP 
Vector Gateway de expresión constitutiva (Amp
R
 
en bacterias e Hyg
R
 en Chlamydomonas) con fusión 
carboxilo terminal con la proteína YFP 
CrDOFox:YFP 
pChlamyRNA2 
Vector para el silenciamiento génico mediado por 
amiRNA (Amp
R 
en bacterias. Selección en 
Chlamydomonas por auxotrofia con arginina) 
amiCrDOF 
Molnar et al., 
2009 
pDONR207  Vector de entrada del sistema Gateway (Gen
R
) - Invitrogen 
pEG100 
A
. t
h
a
lia
n
a
 
Vector de expresión génica en plantas (Km
R
 en 
bacteria y BASTA
R
 en plantas). Clonación mediante 
sistema Gateway. Usado para transformar 
Arabidopsis 
35S:CrDOF 
Earley et al., 
2006 
pMDC43 
Vector de expresión génica en plantas (Km
R
 en 
bacteria y Hyg
R
 en plantas). Clonación mediante 
sistema Gateway. Presenta GFP en el extremo 
amino terminal. Usado para transformar 
Arabidopsis 
35S:GFP:CrDOF 
Curtis y 
Grossniklaus, 
2003 
pKNAT1 
Vector de expresión génica en plantas (Km
R
 en 
bacteria y BASTA
R
 en plantas). Clonación mediante 
sistema Gateway. Presenta el promotor específico 
de meristemo pKNAT1. Usado para transformar 
Arabidopsis 
pKNAT1:CrDOF 
Max Planck 
Institute of 
Molecular 
Plant 
Physiology 
(Colonia) 
pSUC2 
Vector de expresión génica en plantas (Km
R
 en 
bacteria y BASTA
R
 en plantas). Clonación mediante 
sistema Gateway. Presenta el promotor específico 
de floema pSUC2. Usado para transformar 
Arabidopsis 
pSUC2:CrDOF 
Max Planck 
Institute of 
Molecular 
Plant 
Physiology 
(Colonia) 
pMDC110 
N
. b
en
th
a
m
ia
n
a
 (
A
p
ar
ta
d
o
 9
) 
Vector de expresión génica en plantas (Km
R
 en 
bacteria y Hyg
R
 en plantas). Clonación mediante 
sistema Gateway. Usado en Nicotiana 
benthamiana para la expresión transitoria de 
promotores fusionados a la proteína GFP. 
pCrCO:GFP 
pCrCO-2:GFP 
pCrCO-3:GFP 
pCrCO:GFPAAAG* 
pCO:GFP 
pFT:GFP 
Curtis y 
Grossniklaus, 
2003 
YFC43 
Vector de expresión génica en plantas (Km
R
 en 
bacteria y Hyg
R
 en plantas). Clonación mediante 
sistema Gateway. Usado en experimentos de BiFC 
en Nicotiana benthamiana. Fusiona la parte 
carboxilo terminal de YFP en el extremo amino 
terminal del gen. 
CrDOF:YFC 
CDF1:YFC 
CDF2:YFC 
Belda-Palazón 
et al., 2012 
YFN43 
Vector de expresión génica en plantas (Km
R
 en 
bacteria y Hyg
R
 en plantas). Clonación mediante 
sistema Gateway. Usado en experimentos de BiFC 
en Nicotiana benthamiana. Fusiona la parte amino 
terminal de YFP en el extremo amino terminal del 
gen. 
CrDOF:YFN 
CDF1:YFN* 
CDF2:YFN* 
pET-19b 
E.
 c
o
li 
Vector de expresión en bacterias. CrDOF pET19b Novagen 
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3.2.2 Clonación en plantas  
Para la clonación y transformación de genes en plantas, todas las construcciones se realizaron 
usando la tecnología Gateway. Para ello, se amplificó desde cDNA la región codificante del gen 
CrDOF  (5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGTAGACGGTGGTTCG-
3' y 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACCTAGCACCCGAGTAAGC-3' con el codón STOP y 
5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCCTAGCACCCGAGTAAGCGGC-3' sin el codón STOP 
utilizado para fusiones amino-terminales). Finalmente, se clonó en los vectores presentes en la 
Tabla 2 mediante recombinación por sistema Gateway.  
 
3.3 Clonación y obtención de un amiRNA para el silenciamiento de CrDOF en 
Chlamydomonas 
Para la obtención de un amiRNA (del inglés Artificial MicroRNA) específico contra CrDOF se 
utilizó el software WMD2 “MicroRNA Designer” (http://wmd2.weigelworDL.org/cgi-
bin/mirnatools.pl) con la que se obtuvo una lista de posibles amiRNAs. El criterio seguido por 
WMD2 para establecer los amiRNA óptimos se basa en la energía de hibridación al RNA 
mensajero diana y en la minimización de uniones inespecíficas con otros RNAs mensajeros. 
Seguidamente, usando el amiRNA seleccionado, en el programa WMD2 se diseñan los 
oligonucleótidos que conformarán la horquilla silenciadora. Estos oligonucleótidos son dos 
copias homólogas y antiparalelas (miRNA* y miRNA) separadas por una región de 42 
nucleótidos y con un sitio de restricción para la enzima SpeI que permitirá su clonación (5' 
ctagtACGCAAAGTGACAACGATCAAtctcgctgatcggcaccatgggggtggtggtgatcagcgctaTTGAACGTTGTC
ACTTTGCGTg3',5'ctagcACGCAAAGTGACAACGTTCAAtagcgctgatcaccaccacccccatggtgccgatcagcga
gaTTGATCGTTGTCACTTTGCGTa 3') (Figura 27). La horquilla formada presenta un 
desapareamiento en la secuencia diana necesario para formar el precursor del amiRNA (ver 
apartado 2.1.2 de Resultados). El vector utilizado para clonar dichos oligonucleótidos fue 
pChlamiRNA2 (Molnar et al., 2009) (Tabla 2) el cual presenta un promotor constitutivo y el gen 
marcador ARG7, que permite seleccionar los transformantes de la estirpe CC-4351 (arg7) en 
medio sin arginina. 
Para llevar a cabo la clonación se siguió el protocolo descrito por Molnar et al., 2009. 
En primer lugar se realizó la hibridación de los oligonucleótidos. Para ello se utilizaron 10 µl de 
cada uno (100 µM) y se diluyó con 20 µl del tampón de hibridación 2X (Tris pH8 20 mM, EDTA 
2 mM y NaCl 100 mM). Se incubaron 5 min a 100°C y se dejaron enfriar toda la noche. Tras su 
purificación, se fosforilaron los extremos con la enzima fosfonucleokinasa (PNK) de Promega 
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según se describe en las recomendaciones del manual. Tras la digestión del vector 
pChlamyRNA2 con la enzima de restricción SpeI y la fosforilación de sus extremos usando la 
enzima CIAP (fosfatasa alcalina de intestino de ternero) de Promega, se clonó el amiRNA y se 
transformó en DH5α. Usando las enzimas SpeI/EcoRI se determinó la correcta orientación (616 
nt) del amiRNA. Finalmente, se transformó la cepa CC-4351 (arg7) de Chlamydomonas con el 
vector final. 
 
4 MÉTODOS DE TRANSFORMACIÓN GENÉTICA 
4.1 Transformación de Chlamydomonas 
Las transformaciones de Chlamydomonas se realizaron usando una modificación del protocolo 
de electroporación descrito por Shimogawara et al., 1998. Las células del mutante deficiente 
en pared celular CW15 se cultibaban en medio TAP suplementado con NH4
+ hasta alcanzar la 
fase exponencial. El cultivo se centrifugaba a 3200 g durante 4 min y se concentraba 100 veces 
usando medio TAP suplementado con sacarosa 60 mM. Seguidamente, se añadían 250 µl de 
células y 1 µg del plásmido de interés a una cubeta de electroporación de 0,4 µm incubándose 
en hielo durante 30 min. Transcurrido ese tiempo, se electroporaba (800 V, 15 µF, sin 
resistencia) en un electroporador Easyject óptima, Equibio y se transferían las células a un tubo 
falcon que contenía 10 ml de TAP suplementado con sacarosa 60 mM. Tras una incubación de 
al menos 16 h en luz y ligero movimiento, se centrifugaban las células durante 4 min a 3200 g, 
se resuspendían en 700 µl de medio TAP y se extendía 300 µl en una placa de TAP NO3
- 
suplementado con el antibiótico de selección (Hyg 25 µg/ml) o en placas sin arginina según la 
cepa utilizada (CW15 o CC-4351 (arg7) respectivamente). Al cabo de 12 días se observaba el 
crecimiento de colonias transformantes. 
 
4.2 Transformación de Arabidopsis 
Las construcciones generadas con el marco abierto de lectura del gen CrDOF en los vectores de 
expresión en plantas se usaron para la transformación de Arabidopsis (Col-0) y el mutante 
4cdf. La transformación de las plantas se llevó a cabo según el método de inmersión floral 
descrito por Clough y Bent, 1998, mediado por Agrobacterium. 
 Para ello, se cultivaron plantas de Arabidopsis en condiciones de DL. 
Aproximadamente al mes de la siembra, dos días antes de la transformación, se inoculaba la 
estirpe de Agrobacterium GV3101 pmp90 portadora del plásmido de interés en un matraz con 
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20 ml de medio LB suplementado con rif 25 µg/ml, tet 12,5 µg/ml, gent 20 µg/ml y el 
antibiótico de selección del plásmido. Se incubaba a 30°C con agitación durante 24 h. Tras este 
periodo, se inoculaban 500 ml de medio LB suplementado con los mismos antibióticos con 10 
ml del cultivo crecido y se mantenía a 30°C en agitación durante 24 h hasta alcanzar una 
DO600nm entre 0,7 y 1. Seguidamente, se recogía el cultivo por centrifugación (7000 g durante 
20 min) y se resuspendían las células en el medio de infiltración: sacarosa 5% (p/v) y Silwet L-
77 0,05% (v/v) (Lehle Seeds, EE.UU.). Finalmente, las plantas se sumergían boca abajo en este 
medio durante 30 segundos, asegurándose que todas las inflorescencias se encontraban en 
contacto con el medio de infiltración. Una vez transformadas, las plantas se mantenía en el 
invernadero hasta la recolección de las semillas. 
La selección de las plantas transformantes (T1) se llevó a cabo en placas de medio MS 
suplementado con BASTA o Hyg (según fuera la resistencia del plásmido utilizado). Únicamente 
las semillas transformadas eran capaces de crecer en el medio de selección. En la siguiente 
generación (T2) se seleccionaban las líneas heterocigotas que presentaban una única copia del 
transgén, es decir, aquellas que crecían con una segregación mendeliana 3:1. Finalmente, se 
recogían las semillas de las plantas por separado y se seleccionaban las líneas homocigotas 
(T3), las cuales presentaban un 100% de crecimiento en presencia del antibiótico o herbicida. 
En el caso de las plantas transformadas en fondo 4cdf, los transformantes se seleccionaron 
mediante detección por PCR usando oligonucleótidos específicos para CrDOF (5'- 
ACTGCAAGACGTGTCAGCG-3' y 5'- GCCAACTCACTGTTGAACTGC-3') debido a la imposibilidad de 
utilizar el antibiótico del vector para su selección. 
 
4.3 Transformación de bacteria 
4.3.1 Escherichia coli 
El Servicio de Cultivos del Centro de Investigaciones Científicas (IBVF) fue el responsable de la 
generación de células competentes por choque térmico de E. coli. Para la transformación se 
usaba entre 1 y 5 µl del plásmido de interés (aproximadamente 150 ng totales) y se añadían a 
100 µl de células competentes previamente descongeladas. La mezcla se incubaba 30 min en 
hielo, tras lo cual se sometía a un choque térmico por incubación a 42°C durante 90 segundos 
seguido de 2 min a temperatura ambiente. Finalmente, se añadía 1 ml de LB y se incubaba 
durante 1 h a 37°C en agitación.  
En el caso de la cepa de E. coli BL21 la transformación se realizaba por electroporación. 
De esta manera tras incubar la mezcla del plásmido de interés con las células competente en 
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hielo durante 30 min, se introducía en una cubeta de electroporación y se aplicaba un pulso 
eléctrico de 2,5 kV y 15 μF en un electroporador Easyject óptima, Equibio. A continuación, se 
añadía 1 ml de LB y se incubaba durante 1 h a 37°C en agitación. 
Tras el periodo de incubación se sembraban las células en placas de Petri con medio LB 
sólido suplementado con los antibióticos adecuados. 
 
4.3.2 Agrobacterium 
Para la preparación de células transformables de Agrobacterium (GV3101 pmp90) se 
preparaba un cultivo de células con una D.O600nm aproximada de 0,7 y se lavaban 3 veces con 
agua destilada estéril fría. Por último, se resuspendía el precipitado en 3 ml de glicerol al 10% 
(v/v). Las células competentes se transformaban por electroporación tal y como se ha descrito 
para E. coli en el apartado 4.3.1. 
 
5 MÉTODOS DE MANIPULACIÓN Y EXTRACCIÓN DE RNA 
Para evitar la degradación del RNA por acción de las enzimas RNasas presentes en el ambiente, 
el material utilizado se esterilizaba en el horno a 200°C. Además, todas las soluciones se 
preparaban con agua Milli-Q suplementada con DEPC (DiEtil PiroCarbonato) al 0,1% (v/v) y se 
autoclavaban.  
 
5.1 Extracción de RNA total de Arabidopsis y Chlamydomonas 
Para la extracción de RNA total se usó el método de extracción empleando TRIZOL (TRIsureTM 
de Bioline) según las recomendaciones del manual.  
En el caso de Arabidopsis se recogían las plántulas (ver apartado 1.2.2), se trituraban 
con nitrógeno líquido y se guardaban a -80°C hasta su procesamiento. Para Chlamydomonas se 
procedía a recoger los cultivos tal y como se explicó en el apartado 1.1.2, se congelaba el 
precipitado de células en nitrógeno líquido y se guardaba a -80°C hasta su empleo.  
Al material triturado o al precipitado de células, se añadía 1 ml de Trizol, se agitaba 
vigorosamente con el vórtex y se incubaba 5 min en hielo. Posteriormente, se añadían 200 μl 
de cloroformo y se volvían a agitar las muestras. Seguidamente se centrifugaban a 14500 g 
durante 10 min a 4°C y se pasaba el sobrenadante a tubos de microcentrífuga que tenían 500 
µl de fenol ácido:cloroformo:isoamílico (25:24:1) (v/v/v). Se volvía a centrifugar y nuevamente 
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el sobrenadante se traspasaba a un tubo que tenía 500 μl de isopropanol. Se incubaban las 
muestras durante 15 min a temperatura ambiente y se centrifugaban en las mismas 
condiciones. A continuación, se añadían 750 μl de una solución de cloruro de litio 3 M, se 
mantenían en agitación suave durante 10 min a temperatura ambiente y se centrifugaban. 
Para finalizar, se lavaba el precipitado con etanol 70% (v/v) a 4°C y tras centrifugar y eliminar el 
resto de etanol se resuspendía en 30 µl de agua Milli-Q con DEPC. La concentración de RNA en 
las preparaciones se cuantificaba espectrofotométricamente midiendo la absorbancia a 260 
nm (considerando que una unidad de absorbancia a esta longitud de onda equivale a 40 ng/µl 
de RNA). El cociente Abs260/280 permitió estimar la proporción de ácidos nucleicos frente a 
proteínas y el cociente Abs260/230 frente a polisacáridos, compuestos fenólicos u otros 
contaminantes. Ambos índices debían estar entre 1,8 y 2,0. La integridad del RNA extraído se 
determinaba mediante electroforesis en un gel al 1,2% de agarosa y se visualizaba en un 
transiluminador UNIVERSAL HOOD II (BioRad). 
 
5.2 Reacción de transcripción reversa y síntesis de cDNA 
Para la síntesis de la doble cadena de cDNA se usaba como molde 1 µg de RNA aislado. La 
reacción de transcripción reversa se realizaba según las recomendaciones del manual 
Quantitec®Reverse Transcription (Qiagen). Finalmente, el cDNA se diluía a una concentración 
final de 10 ng/µl y se almacenaba a -20°C hasta su uso. 
 
5.3 Análisis de expresión génica mediante qPCR 
El diseño de oligonucleótidos específicos para el análisis de qPCR se hizo con el programa Oligo 
analyzer de Integrated DNA technologies (www.idtdna.com) para amplificar una zona de la 
región 3´ de los genes de interés. Como gen de referencia se utilizó la ubiquitina 10 (UBQ10) 
para Arabidopsis y la tubulina α-1 (CrTUB) para Chlamydomonas (Tabla 3). 
 Las reacciones de qPCR se realizaron en el sistema Multicolor Real-Time PCR Detection 
System iQTM5 de BioRad, en un volumen final de 10 µl con una concentración de 
oligonucleótidos de 0,2 µM, 10 ng de cDNA y 5 µl del kit SensiFASTTM SYBR & Fluorescein 
(Bioline). Cada muestra se medía por triplicado. El programa de qPCR constaba de tres pasos: i) 
1 ciclo (95°C, 2 min); ii) 40 ciclo (95°C, 5 s; 60°C, 5 s y 72°C, 6 s) iii) 1 ciclo (72°C, 6 s). La 
fluorescencia se medía al final de cada paso de extensión. Por último se realizaba la curva de 
melting entre 55°C y 95°C. La concentración inicial (No) de los genes candidatos y de los genes 
de referencia se calculaba usando la versión 11.0 del software LingregPCR (Ruijter et al., 2009) 
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siguiendo la siguiente fórmula: N0 = umbral de fluorescencia/(eficiencia media de la 
reacción)^Ct. Siendo Ct el número de ciclos a partir del cual la señal de fluorescencia es 
significativamente mayor que el ruido de fondo. El N0 normalizado se calculaba dividiendo la 
media de las tres réplicas de cada muestra del gen candidato y el gen de referencia. 
 
Tabla 3. Oligonucleótidos empleados para los experimentos de qPCR 
Genes de Chlamydomonas  Oligonucleótidos 
Tamaño del fragmento 
amplificado (pb) 
CrDOF 
5'- GTCGTCTGGCAGCTACGC-3' 
5'- CACCTAGCACCCGAGTAAGC -3' 
70 
CrCO 
5'- CTTCCCGCAAGGCGTATGC -3' 
5'- GCCTCAATCTCCTCCTTCTTGGC -3' 
73 
CrCYCA1 
5'- CGGCATTCACCGCTCGTGAG -3' 
5'- AGCGTCATGTACGATAGCGTGG -3' 
145 
CrCDKB1 
5'- GGATAAGGTGACCGTGGACGC -3' 
5'- AGACTTCGCACCCTTGCACG -3' 
149 
CrTUB 
5'- GTTGCATCGTTAGCGTGGACG -3' 
5'- GCAGCAGCCAATGTTCAGACT -3' 
170 
 
Genes de Arabidopsis Oligonucleótidos 
Tamaño del fragmento 
amplificado (pb) 
CO 
5'- CCAATGGACAGAGAAGCCAGG -3 
5'- GCATCGTGTTGAACCCTTGC -3' 
70 
FT 
5'- CGAACGGTGATGATGCCTATAGTAG -3' 
5'- CACTCTCATTTTCCTCCCCCTCTC -3' 
73 
UBQ10 
 5' -GAAGTTCAATGTTTCGTTTCATGT-3' 
5' - GGATTATACAAGGCCCCAAAA -3' 
145 
 
5.4 Análisis transcriptómicos masivos mediante RNAseq 
Con la intención de obtener una visión global del efecto de la sobreexpresión de CrDOF en 
Chlamydomonas y Arabidopsis se realizaron estudios transcriptómicos mediante RNAseq.  
Los experimentos realizados para el análisis en Chlamydomonas fueron de dos 
genotipos diferentes, el silvestre CW15 y el sobreexpresor CrDOFin#5 tanto en fotoperiodo de 
DL como de DC a ZT4. En el caso de Arabidopsis, se analizaron muestras de RNA de Col-0 y de 
35S:CrDOF a ZT16 en DL. De cada muestra se realizaron 2 réplicas biológicas independientes y 
se secuenciaron en el Centro de Regulación Genómica de Barcelona usando el secuenciador 
Illumina HiSeq2000 especializado en lecturas cortas de 50 pares de bases (pb). 
Una vez obtenidos los datos en bruto de la secuenciación, se comprobó mediante un 
análisis global utilizando la herramienta FastQC (Andrews; 
http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) la calidad de las secuencias 
obtenidas. Para ello se determinó la calidad por pb, la calidad media de las lecturas, el 
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contenido de bases nitrogenadas por secuencias, el contenido en G+C, y el número de bases 
nitrogenadas no secuenciadas correctamente (N) (Figura 44). El estudio de los genes 
expresados de forma diferencial o DEGs (del inglés Differential Expression Genes) bajo las 
diferentes condiciones de estudio se realizó según la metodología descrita por Trapnell et al., 
2012. Para esta aproximación, fue necesario utilizar un genoma de referencia. En el caso de 
Chlamydomonas se empleó la versión v5.3 (formado por 17 cromosomas y 37 scaffolds). La 
información genómica de Chlamydomonas está basada en la actualización Augustus u11.6. 
Para Arabidopsis se utilizó la versión v9 de su genoma junto con la versión v10 de su anotación. 
Estos datos se descargaron de la base de datos Phytozome identificados como la versión 236 y 
167 respectivamente.  
El flujo de trabajo para el análisis y procesamiento de datos de RNAseq se esquematiza 
en la Figura 45 (Romero-Campero et al., 2013). El primer paso consiste en el alineamiento de 
las lecturas cortas obtenidas con el genoma de referencia. Para ello se utilizó la herramienta 
Tophat, la cual usa a su vez el alineador ultra rápido Bowtie. El siguiente paso para el análisis 
de expresión génica diferencial se realizó con la herramienta Cufflinks, la cual toma los 
alineamientos producidos por Tophat y ensambla los transcritos encontrados en la muestra 
correspondiente (Trapnell et al., 2012). Seguidamente, Cuffmerge recopila el ensamblado del 
transcriptoma completo. El siguiente paso en el flujo de trabajo consistió en estimar los niveles 
de expresión de cada gen y para ello se utilizó la herramienta Cuffdiff. Con el fin de evitar 
sobreestimaciones o subestimaciones en el número de lecturas debido a la longitud de los 
diferentes transcritos, se estimó la expresión génica en fragmentos por kb de exón por 
millones de lecturas mapeados (FPKM) (Mortazavi et al., 2008). Finalmente, se usó 
Cummerbund (Goff et al., 2012), un paquete de R que permite almacenar, explorar, manipular 
y visualizar los resultados del análisis de expresión génica diferencial obtenido utilizando dicho 
flujo de trabajo. Con esta herramienta se generaron estadísticos globales (Figura 46; Figura 47; 
Figura 49). También se realizó el análisis de DEGs, seleccionando aquellos que mostraban un 
factor de proporción superior a 2 (activados) o inferior a -2 (inhibidos) y que a su vez tuvieran 
un pValor inferior a 0,05 para Chlamydomonas y aquellos que tuvieran un factor de proporción 
superior o inferior a 1,5 en Arabidopsis y se representaron de forma global mediante gráficos 
de dispersión (Figura 47 y 49) o de forma individual mediante gráficas de barra (Anexo 8 y 9). 
Los diagramas de Venn que comparan los diferentes sets de DEGs se generaron con el 
programa Genevenn (http://genevenn.sourceforge.net/) y se representaron con Venn Diagram 
Plotter (http://omics.pnl.gov/software/venn-diagram-plotter).  
Los DEGs se agruparon en función a su término por ontología de genes (GO). El GO es 
una iniciativa informática que pretende estandarizar la representación de los genes y los 
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productos génicos de diferentes especies (http://www.geneontology.org/). En el caso de 
Chlamydomonas al no presentar un GO propio, se realizó por ortología con los genes de 
Arabidopsis. El término GO se obtuvo utilizando la herramienta web AgriGO 
(http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/) (Du et al., 2010). Finalmente, los GO similares se 
agruparon utilizando la herramienta ReviGO (Reduce + visualize Gene Ontology) 
(http://revigo.irb.hr/) (Supek et al., 2011). De esta forma, cada término GO se representa en 
forma de un cluster simple. Los clusters del mismo color se corresponden con términos GO 
relacionados y se agrupan en un supercluster. Cuanto mayor es el área de los clusters y 
supercluster mayor es su significancia estadística (Anexo 3; Anexo 4; Anexo 5). 
 
6 MÉTODOS DE EXPRESIÓN Y PURIFICACIÓN DE PROTEÍNAS 
6.1 Expresión de la proteína CrDOF en E. coli 
Para la expresión y purificación del la proteína CrDOF se clonó el marco abierto de lectura, en 
el plásmido pET19b, que genera una fusión en el extremo carboxilo terminal a una cola de 
histidinas. Para ello se utilizó como molde el cDNA de CrDOF cedido por la colección de cDNAs 
de Kazusa (http://www.kazusa.or.jp). Se utilizó una pareja de oligonucleótidos específicos 
que presentaban unos adaptadores para las enzimas de restricción NdeI (extremo 5’) (5'- 
gggcatATGGTAGACGGTGGTTCGCGTG-3') y BamHI (extremo 3’) (5'- 
cccggatccTCACCTAGCACCCGAGTAAGC-3'). Una vez purificado el fragmento de PCR, se clonó en 
el vector pET19b usando los sitios de restricción correspondientes. Se transformó la cepa de E. 
coli DH5α y tras la comprobación de las colonias positivas por PCR y confirmación de la 
secuencia del inserto por secuenciación, se transformó la cepa de E. coli BL21 para la expresión 
de la proteína.  
 Para evaluar la eficiencia de expresión de la proteína recombinante en los clones 
positivos de la cepa BL21, se realizaron ensayos de inducción a pequeña escala. Para ello se 
inoculaba la colonia de interés en 6 ml de medio LB suplementado con amp 100 µg/ml y se 
incubaba a 37°C durante toda la noche. Al día siguiente se inducían 3 ml de este cultivo a una 
D.O600nm de 0,6 añadiendo isopropil-β-D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) 1 mM e incubando a 
30°C durante 4, 7 y 24 h. Los 3 ml de cultivo restantes se incubaban sin añadir IPTG en las 
mismas condiciones, con la intención de poder comparar los niveles de producción de proteína 
en presencia y ausencia de IPTG (Figura 13A). Una vez determinado 4 h como el tiempo de 
inducción, se pasó a comprobar si CrDOF se encontraba en la fracción soluble o en los cuerpos 
de inclusión. Para ello, se centrifugaron los cultivos a las 4 h de la inducción con IPTG 1 mM y 
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se rompieron usando un sonicador Branson modelo B-12 (5 veces durante 30 segundos al 20% 
de amplitud con un descanso de 1 min en hielo entre cada paso de sonicación). Seguidamente, 
se volvieron a centrifugaron los cultivos y se realizó una inmunodectección con anticuerpos 
anti-histidina usando el sobrenadante (fracción soluble) y el precipitado de células (cuerpos de 
inclusión). Una vez comprobado que la forma mayoritaria de CrDOF se encontraba en los 
cuerpos de inclusión (Figura 13B), se procedió al cultivo de la cepa recombinante a gran escala 
para su purificación.  
 
6.2 Purificación de CrDOF 
Preparación de extractos celulares por sonicación. 10 ml de un precultivo crecido durante toda 
la noche se usaba para inocular un matraz con 500 ml de LB suplementado con amp 100 
µg/ml. Tras las 4 h de inducción con IPTG 1mM se recogían los cultivos celulares por 
centrifugación a 5000 g durante 30 min. El precipitado formado se lavaba posteriormente con 
tampón PBS (NaCl 137 Mm; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 10 mM; KH2PO4 2 mM; pH7,5), se volvía a 
centrifugar y se resuspendía en tampón de rotura (Tris-HCl 50 mM pH 8; KCl 50 mM; EDTA 1 
mM pH 8; DTT 1 mM; MgCl2 10 mM; Glicerol 10% (v/v)) a razón de 3 ml/g de peso fresco de 
células. Tras la rotura por sonicación se centrifugaban los cultivos a 4°C durante 30 min a 
50000 g separándose las fracciones citoplasmáticas soluble y los cuerpos de inclusión.  
Desnaturalización de los cuerpos de inclusión. Para solubilizar los cuerpos de inclusión 
de la fracción insoluble se realizaban 3 lavados. Los dos primeros en 10 ml de tampón IB (Tris-
HCl 50 mM pH 8; EDTA 10 mM pH 8; Triton X-100 0,5% (v/v); fluoruro de fenilmetilsulfonilo 
(PMSF) 0,1 mM) y el tercero con 10 ml de tampón TALON K (Fosfato de potasio 50 mM pH 8; 
KCl 300 mM). Tras cada lavado, se sonicaba y se centrifugaba en las mismas condiciones 
descritas anteriormente. Después de la última centrifugación, el precipitado se resuspendía en 
6 ml de tampón TALON K en presencia de clorohidrato de guanidina 6 M y se incubaba como 
mínimo 2 h a 4°C. Tras este periodo, se volvía a sonicar, se centrifugaban los extractos y el 
sobrenadante obtenido correspondía a los cuerpos de inclusión solubilizados.  
Purificación de CrDOF. Para la purificación de CrDOF se usó la resina y los tampones 
TALON K (Clontech) según las especificaciones del fabricante. No obstante, a todos los 
tampones se le añadía, previo a su uso, un cóctel inhibidor de proteasas bacteriano de SIGMA, 
PMSF 1mM y clorohidrato de guanidina 6 M. 
 Se equilibraban 5 ml de la resina con tampón TALON K + clorohidrato de guanidina 6 M 
en una columna de polipropileno colocada en posición vertical. Seguidamente, se incubaba la 
solución con los cuerpos de inclusión obtenidos en el paso anterior con la resina durante 30 
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min a temperatura ambiente y en agitación suave, permitiendo que las proteínas se unieran a 
la resina. Seguidamente, usando una bomba de vacío, se descartaba el sobrenadante 
(proteínas que por su baja afinidad no se han unido a la resina). A continuación, se realizaban 
dos lavados de la resina con 2 volúmenes del tampón de lavado (Tampón Talon K; Imidazol 10 
mM pH 8; clorohidrato de guanidina 6 M) con 10 min de incubación entre cada uno. 
Finalmente, se procedía a la elución de las proteínas recombinantes, añadiendo 2 volumenes 
del tampón de elución 1 (Tampón TALON K; Imidazol 250 mM pH 8; clorohidrato de guanidina 
6 M), un volumen del tampón de elución 2 (Tampón TALON K; Imidazol 500 mM pH 8; 
clorohidrato de guanidina 6 M) y un volumen del tampón de elución 3 (Tampón TALON K; 
Imidazol 1 M pH 8; clorohidrato de guanidina 6 M). Las fracciones eluidas se recogían en 
volúmenes de 500 µl. Dichas fracciones, no pueden cargarse directamente en un gel SDS-
PAGE. Esto se debe al hecho de que la guanidina y el SDS, forman un precipitado que impide 
una correcta separación electroforética de las proteínas. Por ello, se procedió a la eliminación 
de la guanidina de las muestras mediante precipitación con etanol absoluto. Para ello, se 
añadía a 50 ó 100 µl de la fracción proteica 10 volúmenes de etanol absoluto. Se incubaba a -
20°C durante 30 min, se centrifugaba a 4°C durante 10 min a máxima velocidad y el 
precipitado se lavaba con 500 µl de clorohidrato de guanidina 0,3 M en etanol 95% (v/v). A 
continuación, se sonicaba en un baño durante 5 min a máxima potencia, se volvía a centrifugar 
y se procedía a un segundo lavado y sonicación con etanol al 95% (v/v). Finalmente, el 
precipitado se resuspendía en tampón TALON k y se separaba en un gel SDS-PAGE (Figura 13C). 
 
 
 
 
 
 
C 
Figura 13. Expresión y purificación de 
CrDOF. A. Resultado de la expresión de 
la proteína recombinante CrDOF 
inducida con IPTG (+) y no inducida (-) a 
las 4, 7 y 24 horas del tratamiento. B. 
Inmunodetección de la proteína CrDOF 
mediante anticuerpos anti-histidina de 
los cuerpos de inclusión (Arriba) y la 
Fracción soluble (Abajo). C. Proceso de 
purificación de CrDOF. Se muestra el 
sobrenadante descartado (SD), el lavado 
(L) y los eluidos 1, 2 y 3 (E1, E2 y E3). A la 
izquierda se muestra el marcador de 
masa molecular (MM) en kDa. 
 
A B 
Materiales y Métodos 
 
- 50 - 
 
6.3 Espectrometría de masas e identificación de proteínas 
Con el fin de verificar que la proteína inducida era la correcta, se realizó una electroforesis con 
la proteína purificada y se tiñó con azul de Coomassie (ver apartado 7.4). Seguidamente, 
usando un picador automático (EXQuestTM Spot cutter, Bio-Rad), se muestrearon tres puntos 
de una misma banda y se sometieron a un proceso de digestión tríptica para su análisis por 
espectrometría de masas MALDI-TOF (Bruker Daltonics) (Figura 14), proceso realizado en el 
Servicio de Proteómica del Centro de Investigaciones Científicas Isla de la Cartuja. 
 
 
Figura 14. Identificación de CrDOF. Resultados obtenidos tras la digestión tríptica de la banda candidata y el 
análisis mediante espectometría de masas. Subrayado en negro se muestra que la procedencia de la banda 
analizada es el alga verde Chlamydomonas reinhardtii y que la huella peptídica coincide con el gen CrDOF, anotado 
como CGL19 en la base de datos Phytozome. 
 
6.4 Obtención de anticuerpos policlonales anti-CrDOF (α-CrDOF) 
Tras comprobar que la proteína purificada correspondía a CrDOF, se decidió generar 
anticuerpos policlonales, para lo que se procedió a la purificación de al menos 1 mg de 
proteína. 
La concentración de la proteína purificada se determinó en geles teñidos con azul de 
Coomassie (ver apartado 7.4), de tal forma que se comparó la intensidad de la banda 
correspondiente a CrDOF con la concentración del marcador de tamaño molecular usado. Para 
ello se utilizó el programa informático ImageJ. Una vez conseguida la cantidad requerida de 
proteína purificada, se cargó en un gel que presentaba un único pocillo y se utilizó una tinción 
inversa. Para ello, se tiñó el gel con la solución de tinción (Imidazol 0,2 M pH8; 0,1% (p/v) SDS) 
se mantuvo 10 min en agitación, se lavó con agua y se incubó con la solución de revelado 
(ZnSO4 0,2 M). La banda de proteína quedó transparente y el resto del gel blanco. De esta 
forma, se recortó la banda, se maceró, se diluyó en un mililitro de PBS y se introdujo por 
jeringuillas que presentaban cada vez menor diámetro de aguja, hasta llegar a pasar el 
extracto por una aguja de 0,2 µM. Finalmente, se envió al centro de producción y 
experimentación animal de la Universidad de Sevilla para la obtención de los anticuerpos. 
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6.5 Precipitación de α-CrDOF con sulfato de amonio 
Con el fin de obtener una mejor titulación del α-CrDOF, se concentró el antisuero de conejo 
obtenido del proceso anterior y congelado a -80°C, con sulfato de amonio en un rango del 20 
al 60% de saturación. Para ello, una vez descongelado lentamente el antisuero, se midió el 
volumen y se calculó usando la Tabla 4 la cantidad de sulfato de amonio necesario para 
precipitar las proteínas del 0 a 20% de saturación y se pulverizó en un mortero de porcelana 
hasta conseguir un polvo fino. Seguidamente, se añadió lentamente el sulfato de amonio a un 
vaso de precipitado con el antisuero a 4°C en agitación. Se dejó incubando durante al menos 6 
h. Tras ese periodo, se centrifugó a 3000 g durante 30 min a 4°C y se procedió a medir el 
volumen del sobrenadante obtenido (proteínas que no son solubles a un 20% de saturación de 
sulfato de amonio). Para ese nuevo volumen, se calculó la cantidad de sulfato de amonio 
necesario, para precipitar las proteínas entre un 20 y un 60% de saturación y se procedió como 
antes. Tras la centrifugación, se resuspendió el precipitado en tampón PBS suplementado con 
timerosal al 0,02% (p/v). Finalmente la solución se repartió en alícuotas que se guardaron a -
80°C. 
Tabla 4. Cantidad de sulfato de amonio requerida para la precipitación de proteínas del 20-60% de saturación 
 
 
7 MÉTODOS DE ANÁLISIS Y MANIPULACIÓN DE PROTEÍNAS 
7.1 Extracción de proteínas  
7.1.1 Chlamydomonas 
Para la extracción de proteínas totales de Chlamydomonas se crecían los cultivos hasta fase 
exponencial y se recogían como se indica en el apartado 1.1.2. El precipitado de células se 
resuspendía en tampón de extracción (PMSF 1 mM; DTT 5 mM; quimostatina 5 µg/ml; 
antipaína 5 µg/ml; leupectina 5 µg/ml; β-Mercaptoetanol 10 mM; un cóctel inhibidor de 
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proteasas de SIGMA 5 µg/ml en tampón Tris-HCl 50 mM pH 7,5) a razón de 3 ml/g de células. 
Se congelaba a -80°C durante 2 ó 3 h para permitir la formación de cristales que vayan 
rompiendo las membranas, se descongelaba lentamente a temperatura ambiente y se volvía a 
congelar a -80°C durante 2 ó 3 h. Finalmente, se descongelaba lentamente y se centrifugaba 30 
min a 14500 g a 4°C para obtener el extracto de proteínas. 
Para esclarecer la naturaleza de la banda de 100 kDa observada en las 
inmunodetecciones, el extracto de proteínas totales se trató con diferentes tampones (Urea 4 
M; DTT 0,1 M; la mezcla de ambos; clorohidrato de guanidina 6 M; precipitación del extracto 
con 10% (v/v) de TCA y clorohidrato de guanidina 6 M y por último con 1 µM del inhibidor del 
proteasoma MG132). En el caso del tratamiento con clorohidrato de guanidina, para poder 
correr los extractos en un gel desnaturalizante con SDS las muestras se procesaron tal y como 
se explica en el apartado 6.2. 
 
7.1.2 Arabidopsis 
Con el fin de detectar la presencia de la proteína CrDOF en Arabidopsis se procedió a la 
extracción de núcleos a ZT0 y ZT8 de Col-0 y 35S:CrDOF y a ZT0 de 4cdf  y 4cdf 35S:CrDOF en DL 
y crecidas en placa durante 14 días en medio MS suplementado con sacarosa 1% (p/v). El 
material obtenido (aproximadamente la mitad de un falcon de 50 ml) se maceraba en un 
mortero con nitrógeno líquido. Una vez obtenido un polvo fino y en presencia aún de 
nitrógeno líquido, se homogeneizaba con tampón de extracción (MES 50 mM pH 8,5; kCl 25 
mM; MgCl2 5 mM; glicerol 30% (v/v); sacarosa 5% (p/v), β-mercaptoetanol 10 mM; PMSF 1 
mM; DTT 1 mM; Quimostatina 5 μg/ml; Leupeptina 5 μg/ml; Antipaina 5 μg/ml y Triton X-100 
0,3% (v/v)) y se dejaba a temperatura ambiente hasta su total descongelación. Seguidamente 
se usaban filtros de nylon de 100 µm de diámetro de poro para filtrar las muestras. Los 
extractos obtenidos, se centrifugaban a 6000 rpm durante 30 min a 4°C en el rotor JA25.50 de 
centrífugas Beckman Coulter, permitiendo la separación de la fracción nuclear (precipitado) y 
la fracción citosólica (sobrenadante). Seguidamente, el precipitado se lavaba con 10 ml de 
tampón de lavado (MES 50 mM pH 8,5; kCl 25 mM; MgCl2 5 mM; glicerol 30% (v/v); sacarosa 
5% (p/v); β-mercaptoetanol 10 mM; PMSF 1 mM; DTT 1 mM; Quimostatina 5 μg/ml; 
Leupeptina 5 μg/ml; Antipaina 5 μg/ml) y se centrifugaba 10 min a 5000 rpm. Finalmente, se 
volvía a resuspender el precipitado en el mismo tampón y se centrifugaba a 4000 rpm con el 
fin de lavar la fracción nuclear. Tras la última centrifugación, se resuspendía el precipitado en 1 
ml del mismo tampón, se centrifugaba a 4000 rpm en una microcentrífuga y se guardaban los 
núcleos a -80°C hasta su uso. 
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Para analizar la masa molecular de CrDOF en Arabidopsis se extrajeron las proteínas en 
condiciones nativas resuspendiendo los núcleos en 2/3 de tampón de extracción con alto 
contenido en sal (KCl 1,6 M; Hepes 50 mM pH 8; MgCl2 3 mM; DTT 5 mM; 25% glicerol (v/v); 
PMSF 1 mM; 1/2000 cóctel de inhibidores de proteasas de plantas (SIGMA)) y se incubaron 
durante 45 min a 4°C. Finalmente, se centrifugaron a 5000 rpm durante 15 min a 4°C, se 
cuantificaron las proteínas y se cargaron 25 µg en un gel desnaturalizante. 
 
7.2 Cuantificación de la concentración de proteínas 
Para determinar la concentración de proteínas totales, se realizaba un ensayo colorimétrico 
descrito por Bradford, 1976. Para ello, se mezclaban 200 μl del reactivo comercial (BioRad 
protein assay), entre 1 y 5 µl del extracto proteico y agua destilada hasta 1 ml. Una vez 
preparada, se incubaba durante 15 min en oscuridad, determinándose posteriormente la 
absorbancia a 595 nm. Para cada ensayo se realizó una curva patrón con una solución de 
ovalbúmina de concentración conocida. Para conocer la cantidad de proteína en el extracto se 
interpolaba la medida de absorbancia obtenida en la recta patrón. 
 
7.3 Electroforesis de proteínas 
La separación de proteínas totales se realizó por electroforesis en geles de poliacrilamida en 
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE). El gel de poliacrilamida consta de dos partes: el gel 
separador (acrilamida:bis-acrilamida 29:1 10% (v/v); SDS 0,1% (p/v); tampón Tris-HCl 0,375 M 
pH 8,8) y el concentrador (acrilamida:bis-acrilamida 29:1 4% (v/v); SDS 0,1% (p/v); tampón 
Tris-HCl 0,125 M pH 6,8). Ambos geles se polimerizaban con persulfato de amonio (APS) 0,5% 
(p/v) y TEMED 6,6 M. A 50 µg de proteínas totales se le añadía tampón de carga Laemli 5X 
(Tris-HCl 62 mM pH 6,8; SDS 2% (p/v); β-mercaptoetanol 5% (v/v); glicerol 10% (v/v); trazas de 
azul de bromofenol), se hervían durante 5 min y se cargaban en los geles. La electroforesis se 
realizaba a un amperaje constante de 20 mA por gel utilizando un tampón de electroforesis 
Tris-Glicina (Tris-HCl 25 mM pH 8,3; glicina 0,2 M; SDS 0,1% (p/v)). 
 
7.4 Tinción de proteínas en geles de poliacrilamida 
Para la visualización de las proteínas, los geles se incubaban en agitación suave con solución de 
Coomassie (etanol 40% (v/v); ácido acético 10% (v/v); azul de Coomassie R-250 0,01% (p/v)). 
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Posteriormente se desteñían, también en agitación, con una solución de desteñido (etanol 
40% (v/v); ácido acético 10% (v/v)). 
 Para la tinción de geles de electroforesis producto de una coinmunoprecipitación de 
proteínas (ver apartado 7.7) se realizó una tinción con Coomassie coloidal (G-250). Para ello se 
incubaba el gel en la solución de fijación (metanol 40% (v/v); ácido acético 10% (v/v)) y se 
dejaba mezclando la solución A (ácido ortofosfórico 2% (p/v); sulfato amónico 10% (p/v)) y la 
solución B (azul de comassie G-250 5% (p/v)) durante toda la noche. Al día siguiente, se añadía 
¼ de volumen de metanol a la mezcla de la solución A y B (solución de tinción) y se mantenía 
en agitación durante 30 min. Seguidamente, se retiraba la solución de fijación de los geles y se 
añadía la solución de tinción. Tras un día de incubación en agitación suave, se lavaba el gel con 
agua Milli-Q hasta la visualización de las proteínas. 
 
7.5 Análisis mediante Western blot 
La transferencia de proteínas de los geles de poliacrilamida a membrana de nitrocelulosa 
(Protran Nitrocellulose Transfer Membranas, Whatman) se realizaba mediante un sistema de 
transferencia semi-seco (Trans-Blot TurboTMTransfer System, BioRad) según las 
recomendaciones del fabricante (1,3 amperios durante 10 min). Para comprobar la correcta 
transferencia de las proteínas, la membrana se teñía con Rojo Ponceau (Rojo Ponceau 0,2% 
(p/v); TCA 3% (v/v)). Una vez terminada la transferencia se procedía al siguiente protocolo: 
Bloqueo de la membrana. Se incubaba la membrana, durante una noche, en la solución de 
bloqueo compuesta de TBS (Tris-HCl 20 mM (pH 7,5); NaCl 150 mM); leche en polvo 5% (p/v); 
timerosal 0,01% (p/v)). 
Incubación con el anticuerpo primario. La membrana se incubaba con el anticuerpo primario 
(α-CrDOF a una dilución 1:5000 o anti-histidina a una dilución 1:2000) durante 2 h a 
temperatura ambiente y en agitación suave. Los anticuerpos primarios se preparaban en una 
solución de TBS con 5% (p/v) de leche en polvo.  
Lavados de la membrana. Los anticuerpos unidos de forma inespecífica se eliminaban 
mediante tres lavados con una solución de TBSt y un lavado con TBS (TBS suplementado con 
Triton X-100 0,1% (v/v)) durante 15 min cada uno. 
Incubación con anticuerpo secundario. Tras los lavados se incubaba la membrana con el 
anticuerpo secundario Anti rabbit Peroxidase conjugate (Agrisera) a una dilución 1:10000, 
durante 1 h a temperatura ambiente y en agitación suave. Los anticuerpos secundarios se 
diluían en TBS. 
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Lavados de la membrana. Se volvía a realizar los mismos lavados descritos anteriormente. 
Revelado por quimiofluorescencia. El anticuerpo secundario está unido a la enzima peroxidasa, 
cuya actividad nos permite detectar la unión antígeno-anticuerpo. Para el revelado se utilizaba 
un sistema de quimiofluorescencia con sustrato HRP WesternBrightTM Quantum (Advansta) y 
se visualizaba en un apararato de quimioluminiscencia de BioRad. 
 
7.6 Cromatografía por exclusión de tamaño. Filtración en gel 
Con el fin determinar el tamaño aproximado del complejo proteico formado por CrDOF, se 
utilizó la técnica cromatográfica de filtración en gel por exclusión de tamaño realizado en el 
sistema ÄKTAprime (Amersham) con una columna Superose 12 10/300 GL (GE Healthcare). 
Previo al experimento, se procedió a determinar el volumen vacío (V0) de la columna 
con azul dextrano (10 mg/ml), el volumen total (VT) con ferricianuro potásico (5 mg/ml) y el 
volumen de elución (VE) de proteínas de MM conocida utilizando Gel Filtration Markers Kit 
(SIGMA-MWGF1000). Con los valores obtenidos, se representó en una recta patrón el 
logaritmo de la MM (log MM) frente al coeficiente de distribución (Kav) de la molécula 
correspondiente (Kav = VE – V0 / VT – V0) (Figura 21A, B y C). Una vez se obtuvieron dichos 
parámetros, se introducían 500 µg de proteínas totales de CW15 y de CrDOFin#5 crecidas en 
DL y DC a ZT4 y ZT24 y se recogían fracciones de 1 ml (desde el ml 6 (V0) hasta el ml 14 (VT)). 
Las fracciones obtenidas se precipitaban con TCA 10% (v/v) durante 30 min a 4°C. 
Seguidamente, se realizaba un lavado con 500 µl de etanol:éter (1:1) (v/v) seguido de otro 
lavado con 500 µl de etanol:éter (1:3) (v/v). El precipitado de proteínas se resuspendía en 
tampón de carga Laemli 5X y se separaba en un gel SDS-PAGE. Finalmente, se realizaba una 
inmunodetección empleando α-CrDOF. Utilizando el VE del complejo, se determinó su Kav y se 
interpoló su valor en la recta patrón, obteniendo el tamaño del mismo. 
Las muestras de las fracciones 8 y 9 en DL y DC de CW15, que fueron enviadas a analizar 
mediante cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC/MS-MS), fueron 
previamente tratadas. Para ello se realizó una digestión tríptica según el protocolo In Solution 
Tryptic Digestion kit (Pierce). De esta forma, tras la precipitación de las proteínas con TCA, se 
resuspendían en 25,5 µL de tampón de digestión (bicarbonato de amonio 50 mM) y 1,5 µl de 
tampón de reducción (DTT 100 mM). Tras una incubación a 95°C durante 5 min, se dejaba 
enfriar y se incubaba durante 20 min con 3 µl de tampón de alquilación (iodoacetamida 100 
mM). Seguidamente se añadía 4 µl de tripsina a 0,1 µg/µl y se incubaba a 37°C durante 3 h. 
Transcurrido este tiempo, se volvía a añadir 1 µl y se dejaba a 30°C durante toda la noche. Tras 
una precipitación con TCA, los péptidos resultantes de la digestión tríptica permanecían en el 
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sobrenadante, el cual se secaba usando una bomba de vacío (Vacufuge Concentrator 5301, 
Eppendorf). El precipitado fue analizado en las instalaciones de la compañía ABSciex 
(Alemania) empleando un triple cuadrupolo/TOF (6600 ABSciex) por el Dr. Antonio Serna.  
 
7.7 Coinmunoprecipitación de proteínas 
7.7.1 Inmunoprecipitación de proteínas usando α-CrDOF y proteína A 
Previa a la inmunoprecipitación, se procedió a la unión covalente de α-CrDOF con un extracto 
de proteínas totales de CW15 y CrDOFin#5 extraídas en las mismas condiciones expuestas en 
el apartado 7.1.1. Para ello, se incubó, durante toda la noche a 4°C y en agitación suave, 200 
µg del extracto proteico con 4 µl de α-CrDOF en un total de 500 µl de tampón de dilución (Tris-
HCl 10 mM pH 7,5; KCl 150 mM; EDTA 0,5 mM; PMSF 1 mM; quimostatina 5 µg/ml; antipaína 5 
µg/ml; leupectina 5 µg/ml; Nonidet P40 0,5% (v/v)). Al día siguiente se equilibraron 10 µl de 
perlas magnéticas unidas a proteína A (Immunoprecipitation kit Dynabeads Protein A 
(Invitrogen)) con 500 µl de tampón de dilución frío. Tras la repetición de este último paso, se 
incubó el extracto de proteínas totales que presentaban α-CrDOF unido con los 10 µl de perlas 
equilibradas durante 2 h en agitación suave a temperatura ambiente. En este punto, la 
proteína A reconoce y se une a cualquier anticuerpo, en este caso α-CrDOF, el cual a su vez 
estaría unido al complejo formado por CrDOF y la proteína desconocida. Se hicieron dos 
lavados con el tampón de dilución y dos con el tampón de lavado (Tris-HCl 10 mM pH 7,5; KCl 
300 mM; EDTA 0,5 mM; PMSF 1 mM; quimostatina 5 µg/ml; antipaína 5 µg/ml; leupectina 5 
µg/ml; Nonidet P40 0,5% (v/v)). La elución de la proteína se realizaba de dos formas 
diferentes. Por un lado, se añadía 20 µl de glicina 0,2 M pH 2,5 (proceso neutralizado  
transcurridos 30 seg con 2 µl de Tris-HCl pH 10,4), donde las proteínas se separarían de las 
perlas. Por otro lado, las perlas sobrantes se hirvieron durante 10 min a 95°C para eluir 
posibles proteínas que hayan quedado unidas. Finalmente a ambos sobrenadantes se le añadió 
tampón Laemli 5X sin SDS y se cargó en un gel de electroforesis nativo con un gradiente del 4 
al 20% de acrilamida (Mini-Protean® TGXTM gels de BioRad). Los resultados se visualizaron 
tiñendo el gen con Coomassie coloidal (apartado 7.4) 
 
7.7.2 Inmunoprecipitación de proteínas usando anticuerpos anti-GFP 
En este caso se incubaron 200 µg de proteínas totales de un extracto de CrDOFin:YFP con 20 µl 
de perlas ya unidas a GFP (GFP-Trap ®M kit for Immunoprecipitation of GFP-Fusion Proteins de 
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Chromotek) y previamente equilibradas como se expuso en el apartado anterior en un 
volumen total de 500 µl. Tras 2 horas a temperatura ambiente y en agitación suave se 
procedió tal y como se explica anteriormente. 
 
8 MICROSCOPÍA CONFOCAL 
8.1 Localización in vivo de la proteína CrDOF en Chlamydomonas 
Para esclarecer la localización in vivo de la proteína CrDOF, se puso a punto durante el 
desarrollo de esta tesis doctoral un nuevo protocolo de tinción. Para ello se usó CW15 como 
control negativo, líneas transgénicas CrDOFin:YFP y CrDOFox:YFP como material de estudio y la 
línea CrCOox:YFP como control positivo. Además, para poder determinar con facilidad la 
localización del núcleo del alga, se utilizó un marcador de ácidos nucleicos (SYTO®Blue 
Fluorescent Nucleic Acid Stains (SYTOBlue 45) de Molecular Probes) permeable a la membrana 
plasmática de células vivas. Para ello, las algas se cultivaron en medio mínimo Sueoka NO3
- y 
en DC. Antes de que el cultivo llegara a fase exponencial (con aproximadamente 4 µg/ml de 
clorofila) se recogía 1 ml de células a ZT0 y se centrifugaba 10 min a 3200 g. Para facilitar la 
entrada del marcador de ácidos nucleicos a la célula se utilizaba tritón a diferentes 
concentraciones. De esta manera, se añadía al precipitado de células 994 µl de TBS + 5 µl tritón 
10% (v/v) + 1 µl SYTOBlue 45 para CW15 y 998 µl de TBS + 1 µl tritón 10% (v/v) + 1 µl SYTOBlue 
45 a CW15 para las líneas transgénicas. Se incubaba durante 10 min con agitación suave, se 
centrifugaba durante 4 min a 3200 g, se eliminaba 900 µl del sobrenadante y se resuspendía el 
precipitado en los 100 µl restantes. Finalmente, sobre un porta-objetos, se colocaba una 
mezcla que contenía 10 µl de agarosa bajo punto de fusión al 1,2% (p/v) y 3 µl de células 
teñidas. 
Para la visualización de la fluorescencia se utilizó un microscopio confocal modelo 
Leica TCS SP2/DMRE. Para captar la señal de la YFP se excitaron las muestras con un láser de 
argón λEX= 514 nm al 50% de su potencia. La ventana de la señal fluorescente observada fue 
entre 525-585 nm. Para la visualización del marcador de núcleos, se excitaron las muestras a 
λEX= 458 y la señal de emisión fue de 465-500 nm. Para evitar la colocalización de las señales 
fluorescentes a la hora de visualizar las muestras, las microfotografías se realizaron de manera 
secuencial. Finalmente, para una mejor visualización de la señal, se realizaron cortes de las 
imágenes y microfotografías a cada micrómetro de la célula seleccionada. 
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9 EXPRESIÓN TRANSITORIA EN Nicotiana Benthamiana 
9.1 Complementación bimolecular de fluorescencia (BiFC) 
Para verificar si CrDOF podía interaccionar consigo mismo y con otros CDFs, se clonaron los 
marcos abiertos de lectura de CrDOF, CDF1 y CDF2 en los vectores pYFN43 y pYFC43, (Belda-
Palazón et al., 2012). Dichos plásmidos producen fusiones de cada proteína en estudio a la 
parte N-terminal de la YFP (YFN-CrDOF, YFN-CDF1 y YFN-CDF2) y a la parte C-terminal de la YFP 
(YFC-CrDOF, YFC-CDF1, YFC-CDF2), utilizando la tecnología Gateway. En el caso de CrDOF 
únicamente hubo que hacer una recombinación LR para clonarlo en dichos vectores, pues ya 
se tenía la construcción en el pDONOR207. Sin embargo, CDF1 y CDF2 fueron amplificados por 
PCR usando oligonucleótidos específicos (CDF1: 5'-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGCTGGAAACTAAAGATCCT
GCG-3', 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCACATCTGCTCATGGAAATTGAT-3'; CDF2: 
5'GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCGAAGGAGATAGAACCATGGCTGATCCGGCGATTAA
GCTC-3', 5'-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTATGAGCTCTCATGGAAGTTTGC-3'). 
Mediante recombinación homóloga se clonaron primero en el pDONOR207 y seguidamente en 
los vectores pYFN43 e pYFC43. Finalmente, la cepa de Agrobacterium GV3101 pmp90 se 
transformó por electroporación con cada una de estas construcciones y se procedió a la 
agroinfiltración de plantas de Nicotiana (ver apartado 9.3). Como control negativo se usó la 
combinación de las parejas YFC-CrDOF con YFN-AKIN10 una proteína kinasa inespecífica para 
nuestro estudio. Como control positivo se utilizó la interacción de las partes amino y carboxilo 
de la proteína AKIN10 (Ferrando et al., 2001). Las interacciones se visualizaron en el 
microscopio confocal Leica TCS SP2/DMRE usando una longitud de onda de excitación de 514 
nm. 
 
9.2 Análisis de la unión de CrDOF a diferentes promotores 
Con el fin de comprobar si CrDOF se une directamente a los promotores de CrCO, CO y FT se 
clonaron 864 pb del promotor de CrCO (pCrCO) y 1 Kb de los promotores de CO (pCO) y FT 
(pFT) en el vector pMDC110, que genera fusiones del promotor con la proteína GFP 
(pCrCO:GFP, pCO:GFP y pFT:GFP). Para ello se usaron oligonucleótidos específicos para cada 
promotor y se usó la tecnología Gateway para obtener la construcción final (CrCO: 5'-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCATGGTGCAGGCATGCCGTGGCTCGGCAAG-3', 5'-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTCTCGCGTATAGAGGTGTGGT-3'; CO: 5'-
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GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCATGGTAGTATAGAGTATCATCATAAACCC-3' 5'-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCAATAACTCAGATGTAGTAAGTTTG-3'; FT: 5'-
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCATGGATTATATGTATAGATAGATTACCG-3', 5'-
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCTTTGATCTTGAACAAACAGG-3'). Se agroinfiltraron 
plantas de Nicotiana siguiendo el protocolo especificado en el apartado 9.3. La longitud de 
onda usada para visualizar la GFP fue 488 nm. La señal fluorescente correspondientes a 300 
núcleos de 3 experimentos independientes de plantas infiltradas con Agrobacterium con las 
construcciones pCrCO:GFP, pCO:GFP y pFT:GFP se cuantificaron usando el programa “MBF 
ImageJ for Microscopy”. Dicha señal se comparó con la señal obtenida de plantas 
agroinfiltradas con pCrCO:GFP, pCO:GFP y pFT:GFP junto con 35S:CrDOF, respectivamente. 
Como control positivo se utilizó pCO:GFP coinfiltrada con 35S:CDF1. 
Identificación del promotor mínimo. Con el fin de identificar el promotor mínimo 
necesario para la unión de CrDOF a pCrCO se realizaron dos deleciones del promotor, una de 
527 nt y otra de 285 nt. Para clonar dichos fragmentos se utilizó el mismo oligonucleótido 
antisentido especificado anteriormente y se diseñaron dos nuevos oligonucleótidos en sentido 
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCATGGCGTGGAACCGTTAAGCTGGGAATG-3' y 
5'-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCACCATGGCGAGTTATAGACGAATCTGAAACGC-3', 
respectivamente. Finalmente, se realizó el mismo experimento de expresión transitoria en 
Nicotiana explicado anteriormente. 
Identificación de los dominios de unión de CrDOF. Una vez establecido el promotor 
mínimo, se buscaron los posibles sitios de unión de CrDOF (AAAG o CTTT) en la secuencia y se 
mutaron usando el kit Muta-direct TM Site Directed Mutagenesis (iNtRON Biotechnology). De 
esta forma, se reemplazaron las dos adeninas centrales por dos timinas (AttG) y las dos timinas 
centrales por dos adeninas (CaaT). La importancia de los sitios diana se determinó midiendo la 
señal fluorescente por expresión transitoria en hojas de Nicotiana. 
 
9.3 Protocolo de agroinfiltración 
Inóculos de Agrobacterium de 3 ml de medio LB suplementado con los antibióticos de 
selección se cultivaron durante toda la noche a 30°C en agitación. A la mañana siguiente, se 
centrifugaban los cultivos durante 5 min a 3200 g y el precipitado se resuspendía en 3 ml de 
medio MEX (MES 0,97% (p/v) pH 5,6; Glucosa 0,5% (p/v); NaH2PO4 0,024% (p/v); 
acetosiringona 0,2 mM; AB SALT 5X (v/v)) siendo AB Salts 20X: 20 g NH4CL, 6 g MgSO4 7H2O, 3 g 
KCl, 200 mg CaCl2, 50 mg FeSO4 7H2O por litro). Se repetía este paso 2 veces más y se dejaba 
incubar durante 2 h a temperatura ambiente. Transcurrido este tiempo, se resuspendía el 
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precipitado de células en 3 ml de medio MES 10 mM suplementado con acetosiringona 0,2 
mM. Se medía la densidad óptica a 600 nm de una dilución 1/10 del cultivo y se diluían los 
cultivos hasta una DO final de 0,5. Finalmente, se realizaban las combinaciones necesarias para 
realizar las infiltraciones con los plásmidos de interés en un volumen final de 3 ml. Además, 
para evitar fenómenos de silenciamiento en la planta, a todas los combinaciones realizadas se 
le añadía un cultivo de Agrobacterium que expresa la proteína p19 (Voinnet et al., 2003). 
 
10 ESTUDIO GENÓMICO IN SILICO DE LOS PROMOTORES EN Chlamydomonas 
Se realizó una búsqueda de dominios de unión de TFs (DUTFs) enriquecidos en los promotores 
de los genes inhibidos de forma significativa y exclusiva en DL y los activados en DC. El fondo 
que se utilizó para ambos casos fueron 16000 genes seleccionados aleatoriamente del genoma 
completo de Chlamydomonas. De esta forma se identificaron aquellos DUTFs que aparecían 
significativamente representados en las condiciones estudiadas. Todo ello se realizó utilizando 
la herramienta web HOMER motif analysis (Hypergeometric Optimization of Motif EnRichment) 
(http://homer.salk.edu/homer/motif/). Para la identificación de los DUTFs obtenidos, se 
realizó un alineamiento con otros DUTFs previamente anotados.  
 
11 ESTUDIO METABOLÓMICO IN SILICO 
Con el fin de determinar los procesos metabólicos afectados de forma diferencial en función 
del fotoperiodo, se utilizó la herramienta web Metabolic Map presente en la base de datos 
ChlamyCyc v2.0 (http://pmn.plantcyc.org/overviewsWeb/celOv.shtml) y se usó como objeto 
de análisis los DEGs inducidos o reprimidos exclusivamente en DL y DC. En ella se representa 
en gris los metabolitos, con líneas azules las reacciones metabólicas que los conectan y 
mediante un gradiente colorimétrico donde rojo es inducido y morado reprimido se marcan 
los DEGs (Anexo 6; Anexo 7). 
 
12 ESTUDIOS ESTADÍSTICOS 
Los datos estadísticos presentados en las figuras y tablas se representan con asteriscos y 
corresponden con la error estándar de la media (±SEM) de tres experimentos biológicos 
independientes. La significancia estadística se calculó usando la prueba t-student. pValue < 
0,05 (*), pValue < 0,01 (**), pValue < 0,001 (***). 
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1 BÚSQUEDA Y CARACTERIZACIÓN DE UN NUEVO GEN IMPLICADO EN EL CONTROL 
FOTOPERIÓDICO DE Chlamydomonas reinhardtii 
1.1 Estructura génica de CrDOF 
En la versión v5.5 del genoma de Chlamydomonas presente en la base de datos Phytozome v10 
aparece anotado un único gen (Cre12.g521150) que presenta un dominio DOF muy similar al 
de los genes DOFs de plantas vasculares, denominado CGL19 ó CrDOF. La estructura génica 
definida y anotada presenta 4 intrones y 5 exones (Figura 15A), hecho que los diferencia de los 
DOFs de plantas superiores que tienen uno o ninguno. Otra característica única de CrDOF es la 
interrupción de la SLN (naranja) y del dominio DOF (azul) por el segundo y tercer intrón 
respectivamente (Moreno-Risueño et al., 2007). CrDOF se localiza en la posición 4424576 – 
4431469 del cromosoma 12. Su secuencia génica está formada por 3830 pb, el transcrito por 
3063 pb y el marco abierto de lectura por 1875 pb. Con el fin de caracterizar y verificar la 
secuencia codificante anotada para CrDOF, se secuenciaron tres clones obtenidos de la 
colección de cDNAs de Kazusa (http://www.kazusa.or.jp). La secuencia obtenida no divergió de 
la previamente anotada.  
 
 
 
 
Figura 15. Estructura génica de CrDOF. A. Representación esquemática de la estructura génica de CrDOF presente 
en la base de datos Phytozome. Los números indican las pares de bases corriente abajo y corriente arriba tomando 
como punto de inicio del codón ATG. B. Lecturas generadas tras la secuenciación masiva mediante RNAseq de la 
línea silvestre CW15 en DC a ZT4 y alineadas frente a la secuencia génica de CrDOF. 
A 
B 
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Por otro lado, la estructura génica descrita fue confirmada mediante el alineamiento 
de las secuencias cortas generadas en experimentos de RNAseq (ver apartado 4) realizados 
con la cepa CW15. La secuencia codificante y la localización de los intrones y exones fue 
exactamente igual a la descrita previamente en las bases de datos. Sin embargo, el extremo no 
codificante 5´ resultó ser 258 pb más corto (Figura 15B).  
 
1.2 Análisis evolutivo de las proteínas DOFs  
CrDOF ha sufrido múltiples duplicaciones y especiaciones a lo largo de la historia formando una 
amplia familia en especies tempranas en la evolución como el musgo Physcomitrella patens 
(19 PpDOF) y el helecho Selaginella moellendorffii (8 SmDOF), así como en plantas vasculares 
como la gimnospermas Pinus pinaster (10 PpinasterDOF) y las angiospermas Arabidopsis 
thaliana (36 AtDOF), Brachypodium distachyon (27 BdDOF), Glycine max (28 GmDOF), 
Medicago truncatula (22 MedtrDOF), Populus trichocarpa (61 PtDOF), Sorghum bicolor (28 
SbDOF), Oryza sativa (31 OsDOF) y Zea mays (10 ZmDOF) entre otras (Moreno-Risueño et al., 
2007; Shigyo et al., 2007; Noguero et al., 2013; Rueda-López et al., 2013). Sin embargo, no se 
ha identificado ningún gen DOF en otros eucariotas como levaduras, Drosophila, 
Caenorhabditis, ratón o humanos (Moreno-Risueño et al., 2007). Durante el desarrollo de esta 
tesis doctoral, además, se realizaron numerosas búsquedas en el genoma de arqueas, algas 
rojas y diatomeas (ver apartado 2 de Materiales y Métodos). Para ello se realizó un análisis 
mediante el programa TBLASTN utilizando como sustrato de búsqueda tanto la secuencia 
completa de la proteína como la región correspondiente al dominio DOF de CrDOF en las bases 
de datos NCBI y Uniprot. Además, se realizaron búsquedas de posibles dominios DOF o 
motivos conservados en la base de datos PFAM. A pesar de ello, no se encontró ninguna 
secuencia génica ni dominio similar al dominio DOF.  
Para conocer los genes DOFs evolutivamente relacionados con CrDOF se generó un 
árbol filogenético únicamente con las proteínas homólogas encontradas en la base de datos 
Phytozome v9.1 usando como sustrato de búsqueda la secuencia aminoacídica de CrDOF (ver 
apartado 2 de Materiales y Métodos). Siguiendo esta estrategia, se encontró anotado 1 DOF 
en las algas verdes Volvox carteri (Vc), Ostreococcus tauri (Ot) y Micromonas pusilla (Mp), 16 
en Physcomitrella patens, 13 en Zea Mays, 10 en Oryza sativa, 16 en Arabidopsis thaliana y 25 
en Populus trichocarpa entre otras especies (Anexo 1). 
El árbol filogenético obtenido con estas especies se dividió en 3 grupos diferentes en 
función del grado evolutivo: clorofitas (grupo 1), briofitas (grupo 2) y espermatofitas (grupo 3a, 
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3b y 3c) (Figura 16). En el grupo 3 se concentraban proteínas DOF de Arabidopsis, Populus, Zea 
y Oryza. Más concretamente, en el subgrupo 3a se encontraban DOFs previamente 
caracterizados como AtDAG1 y AtDAG2 que participan en el control de la germinación de las 
semilla (Papi et al., 2000; Gualberti et al., 2002) o ZmDOF3 (PBF1) involucrado en la regulación 
de la síntesis de proteínas de almacenamiento en el endospermo (Vicente-Carbajosa et al., 
1997). En el subgrupo 3b se localizaban los CDFs de Arabidopsis (CDF1, 2, 3 y 5) (Imaizumi et 
al., 2005; Fornara et al., 2009) y de arroz (OsDOF12) (Li et al., 2009) implicados en la ruta 
fotoperiódica de la floración junto con otros DOFs aún no caracterizados. El grupo 1 se 
identificaba por presentar genes de copia única de las diferentes especies de algas verdes 
analizadas y se encontraba filogenéticamente muy relacionado con los CDFs. Finalmente el 
grupo 2, lo conformaban las proteínas DOFs del musgo Physcomitrella. 
 
 
Figura 16. Árbol filogenético de los TFs DOF empelados en este estudio. Representación evolutiva de la familia de 
TFs tipo DOF en 8 especies del linaje Viridiplantae. Algas clorofitas como Chlamydomonas reinhardtii (Cr), Volvox 
carteri (Vc), Micromonas pusilla (Mp) y Ostreococcus tauri (Ot) (grupo 1, verde). Briofitas como el musgo 
Physcomitrella patens (Pp) (grupo 2, naranja). Espermatofitas (grupo 3a, amarillo; 3b azul claro; 3c azul oscuro) 
como las monocotiledoneas Oryza sativa (Os) y Zea mays (Zm), la herbácea Arabidopsis thaliana (At) y la leñosa 
Populus trichocarpa (Pt). Como sustrato de búsqueda se utilizó la secuencia de proteínas de CrDOF, obteniendo un 
total de 83 secuencias de las especies anteriormente nombradas. El algoritmo empleado fue Neighbor-Joining con 
un modelo de sustitución JTT + G 0,54. El valor boostrap o número de réplicas analizadas fueron 500, que se 
muestra en % en aquellas intersecciones cuyo valor fue superior al 50%.  
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Utilizando la herramienta de análisis de dominios MEME se realizó una búsqueda de 
los 5 dominios más conservados de todas las especies filogenéticamente relacionadas con 
CrDOF analizadas en este trabajo (Figura 17A). Todas las proteínas presentes en el subgrupo 3b 
se caracterizaban por presentar un dominio DOF altamente conservado (azul) precedido de 
una SLN (rojo), un dominio no caracterizado presente en el extremo amino terminal (amarillo) 
y los dominios de unión de GI (morado) y FKF1 (naranja), característico de los CDFs, en el 
extremo carboxilo terminal (Figura 17B).  
 
 
 
 
 
Figura 17. Evolución de los dominios de los TFs DOF. A. Residuos aminoacídicos conservados en los cinco 
principales dominio de los DOFs. Delante de cada dominio se dispone el nombre y el código de color empleado más 
adelante B. Representación esquemática de la evolución de los cinco principales dominios de las 84 especies 
analizadas. El grupo 1 formado por las algas clorofíticas presentan un dominio DOF altamente conservado (azul) y la 
SLN (rojo). El grupo 2 formado por los DOFs de Physcomitrella, presenta 4 tipos de estructuras diferentes en función 
de los dominios encontrados. En ellas, aparece un nuevo dominio (amarillo) no caracterizado y un dominio morado 
y naranja que comparte algunos residuos conservados con el dominio de unión de GI y FKF1, típico de los CDFs. El 
grupo 3, formado por las plantas espermatofitas, se divide en el grupo 3a, 3b y 3c. A excepción de AtDOF1.3, todas 
las proteínas del grupo 3b presentan la conjunción de los dominios de unión a GI y FKF1. 
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El hecho de que proteínas aún sin caracterizar se agrupen con los CDFs de Arabidopsis 
y de maíz y que presenten dominios típicos de los CDFs podría sugerir que todas las proteínas 
del grupo 3b, a excepción de AtDOF1.3, que carece del dominio de unión a GI, podrían ser 
posibles CDFs. Los DOFs del grupo 3c, entre los que se encuentra CDF4, presentan un tamaño 
más pequeño que el resto de las proteínas DOFs y carecen del domino de unión de GI y FKF1 
(Figura 17B). En cuanto a las proteínas DOFs de las algas verdes (grupo 1) únicamente 
presentaban el dominio DOF y, en el caso de Micromonas, a pesar de encontrar un bajo nivel 
de similitud con respecto al grupo 2 y 3, aparecía el dominio rojo de la SLN (Figura 17B). En 
Physcomitrella (grupo 2) se diferenciaron 4 tipos proteínas diferentes en las que se pueden 
identificar la SLN, incipientes dominios de unión de GI, FKF1 y el dominio amarillo (Figura 17B). 
Estos análisis reflejan una manera en la que la diversificación de un gen ancestral por medio de 
duplicaciones y adquisición de dominios puede condicionar su regulación y su función génica.  
Al estar CrDOF filogenéticamente más relacionado con el grupo 3b que con el grupo 
3a, y a pesar de que los estudios funcionales basados en similitud de secuencia no son 
suficientes para explicar la historia evolutiva (Romero-Campero et al., 2013), estos resultados 
apuntan a que dicha proteína podría estar implicada en el control de la regulación 
fotoperiódica primitiva. 
 
1.3 Análisis de los niveles de expresión de CrDOF 
1.3.1 Niveles de transcrito en un ciclo de 24 horas 
Con el fin de establecer la contribución fotoperiódica sobre la regulación transcripcional de 
CrDOF en Chlamydomonas, se cultivaron células de la cepa CW15 de Chlamydomonas, en 
condiciones de DL y DC monitorizándose mediante qPCR  los niveles de expresión de CrDOF 
cada 4 h (Figura 18A) (ver apartado 1.1.2 y 5.3 de Materiales y Métodos). En ambos 
fotoperiodos, se encontraron los mayores niveles de expresión del transcrito de CrDOF tanto a 
primera hora del día como a última hora de la noche, resultando un patrón de expresión 
similar al de los CDF1, 2, 3 y 5 de Arabidopsis (Imaizumi et al., 2005; Fornara et al., 2009). Sin 
embargo, se detectaron pequeñas diferencias dependiendo del fotoperiodo analizado. En DL el 
punto de mayor expresión fue en el periodo de luz (ZT4) mientras que en DC fue en el periodo 
de oscuridad (ZT20). Sin embargo, únicamente se encontraron diferencias significativas entre 
DL y DC a ZT4 y ZT0-24. Además, en Chlamydomonas, a diferencia de lo que ocurre con los 
niveles de expresión de los CDFs de Arabidopsis en ambos fotoperiodos, existe una mayor 
cantidad de transcrito de CrDOF en DL que en DC. 
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1.3.2 Análisis de la expresión circadiana y fotoperiódica de CrDOF 
Para determinar si CrDOF estaba controlado transcripcionalmente por acción del reloj 
circadiano, por el fotoperiodo o por la combinación de ambos (como es el caso de los CDFs en 
Arabidopsis) (Imaizumi et al., 2005) células de CW15 aclimatadas a DL se sometieron a un 
experimento de 3 días consecutivos. El primero correspondía con un día normal y luego se 
mantenían durante 2 días seguidos en luz continua (LL) o en oscuridad continua (OO). Durante 
el primer día del experimento, CrDOF se comportó de forma similar al patrón descrito en la 
Figura 18A, mostrando su máximo de expresión a primera hora del día y a última de la noche. 
En LL la señal presentaba una marcada oscilación durante el segundo día del experimento 
mostrando el pico de expresión a las 48 h (que corresponde con la teórica última hora de la 
noche) demostrando que el reloj circadiano está involucrado en el control de la expresión de 
CrDOF. Por otro lado, en OO, el perfil del transcrito seguía oscilando levemente obteniéndose 
igualmente un pico de expresión a las 48 h, indicando que CrDOF necesita un input 
fotoperiódico para su correcta regulación (Figura 18B). Por lo tanto, los resultados indican que 
la expresión de CrDOF está regulada, tal y como ocurre con los CDFs, tanto por el reloj 
circadiano como por el fotoperiodo. 
 
 
 
Figura 18. Análisis de los niveles de mensajero de CrDOF en el silvestre CW15. A. Niveles de transcrito de CrDOF en 
células CW15 cultivadas en condiciones de DL y DC. El diagrama inferior muestra las horas de luz y de oscuridad en 
ambos fotoperiodos mostradas como ZT. Los datos están relativizados frente al gen de referencia CrTUB y 
normalizados a 1. Las barras de error corresponden al error estándar de la media (±SEM) de tres experimentos 
independientes. Las diferencias significativas (t-student) se marcan con asteriscos, pValor < 0,05 (*). B. Expresión 
circadiana y fotoperiódica de los niveles de transcrito de CrDOF durante un experimento de 72 h. Las primeras 24 h 
corresponden a un DL seguido de 48 h de LL u OO. La zona sombreada en gris claro y gris oscuro del diagrama 
corresponde con el teórico día y la teórica noche respectivamente. Los valores de expresión están relativizados al 
gen de referencia CrTUB y normalizados a 1. Las barras de error corresponden al error estándar de la media (±SEM) 
de tres experimentos independientes. 
  
B A 
Resultados 
 
- 69 - 
 
1.4 Caracterización molecular y bioquímica de la proteína CrDOF 
1.4.1 Niveles de proteína en un ciclo de 24 horas 
El tamaño anotado para CrDOF en las bases de datos y el obtenido a la hora de expresar la 
proteína recombinante en bacterias y realizar una inmunodetección con α-CrDOF (ver 
apartado 6 de Materiales y Métodos) era de 62 kDa. Sin embargo, en extractos de proteínas 
totales de cultivos de Chlamydomonas extraído en condiciones desnaturalizantes, se detectaba 
únicamente una banda de 100 kDa (Figura 19A). Esto podría indicar una regulación 
postraduccional de CrDOF o una fuerte interacción en forma de homodímero o con una o 
varias proteínas diferentes. 
Los mismos cultivos sobre los que se analizó el perfil de expresión en un ciclo de 24 h, 
se utilizaron para determinar el nivel de acumulación de la proteína. El perfil proteico era muy 
similar en ambos fotoperiodos y se detectaban los mayores niveles en DL. Sin embargo, a 
diferencia de lo que ocurría con el perfil del transcrito, se encontraron los mayores niveles de 
proteínas entre ZT8 y ZT20, de forma similar a lo que ocurre con CDF2 (Fornara et al., 2009) 
(Figura 19B). Esta diferencia existente entre los niveles de expresión y la proteína estable 
podría estar indicando una posible regulación postraduccional. 
 
 
 
Figura 19. Caracterización de los niveles de proteína de CrDOF. A. Inmunodetección de la proteína recombinante 
(Rec) (1 µg) de extractos bacterianos y de cultivos celulares de CW15 (Nativa) (50 µg) con α-CrDOF. El marcador de 
MM indica la movilidad electroforética de proteínas de tamaño conocido en kDa (líneas en negro). B. 
Representación de los niveles de proteína (arriba) de un Western blot (abajo) de células de CW15 cultivadas en 
condiciones de DL y DC. Los datos representados están relativizados al control de carga (Ponceau) y normalizados a 
1. Se muestra la desviación estándar (±SEM) de tres experimentos independientes. Las diferencias significativas (t-
student) se marca con asteriscos, pValor < 0,05 (*). El diagrama inferior muestra las horas de luz y de oscuridad en 
ambos fotoperiodos mostradas como ZT. 
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1.4.2 Análisis para determinar la naturaleza de la banda de 100 kDa 
A pesar de que todas las electroforesis se realizaron en condiciones desnaturalizantes estándar 
(SDS 0,1% (p/v)), que no permiten normalmente la formación de complejos proteicos, el 
tamaño observado en los Western blot no correspondía con la MM del monómero (62 kDa). 
Para intentar esclarecer la naturaleza de la banda de 100 kDa, los extractos de proteínas 
totales se trataron con agentes reductores (DTT, que rompe puentes disulfuros) y 
desnaturalizantes (urea, clorohidrato de guanidina y TCA) para determinar si se trataba de un 
complejo proteico. Además, se utilizó un inhibidor del proteasoma (MG132, que impide la 
degradación proteica mediada por el proteasoma), para detectar, tal y como ocurre con los 
CDFs, una posible modificación postraduccional, (Ver apartado 7.1.1 de Materiales y Métodos). 
Muestras tratadas con Urea, DTT, con la combinación de ambos (UREA + DTT) o con MG132 no 
mostraban diferencias en la movilidad electroforética de CrDOF frente a la misma muestra sin 
tratar (Ø) (Figura 20 izquierda y centro). Sin embargo, cuando se desnaturalizaba el extracto 
proteíco con clorohidrato de guanidina 6 M (Gd), un potente agente caotropo que rompe 
uniones intramoleculares no covalentes, o se sometía el extracto proteico a una precipitación 
con TCA seguido de la desnaturalización con Gd (TCA + Gd), se obtenía una banda de 62 kDa 
(Figura 20 derecha). Estos resultados sugieren que la banda de 100 kDa podría estar formada 
por la unión de proteínas mediante enlaces intramoleculares no covalentes en forma de 
homodímero o de heterodímero con otra(s) proteína(s) que sumen aproximadamente 40 kDa y 
que no podían separarse en condiciones desnaturalizantes estándar. 
 
Figura 20. CrDOF se une fuertemente a otras proteínas. Análisis mediante Western blot de extractos proteicos 
totales de cultivos de CW15 (50 µg de proteína) sometidos a diferentes tratamientos: Urea, DTT, Urea + DTT, Gd, 
TCA + Gd y MG 132 en comparación con la misma muestra sin tratar (Ø). Una muestra de CrDOF recombinante 
purificada (Rec) (1 µg) se utilizó como control de la movilidad electroforética de la proteína. El marcador de MM se 
muestra en kDa. 
 
Para corroborar el posible complejo formado por CrDOF, se realizaron experimentos 
de cromatografía por exclusión de tamaño (ver apartado 7.6 de Materiales y Métodos). Para 
ello, extractos de proteínas totales en diferentes condiciones fotoperiódicas se separaron a 
través de una columna Superose 12 HR 10/300 con una matriz de Sepharose. De esta forma, las 
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proteínas de baja MM quedaban retenidas en la matriz y se eluían antes las proteínas de alta 
MM.  
De forma previa al ensayo, la columna se calibró determinándose ciertos parámetros 
como el volumen de elución (VE) de proteínas de MM conocida (Gel Filtration Markers MWGF 
1000 kit de SIGMA) (Figura 21A) así como con del polímero azul dextrano (polímero > 2000 kDa 
que marca el volumen vacío (V0) de la columna) y del Ferricianuro potásico (molécula de baja 
MM que marca el volumen total (VT) de la columna) (Figura 21B). Con dichos parámetros, se 
realizó una recta patrón representando el logaritmo de la MM (log MM) en el eje de abscisas y 
el coeficiente de distribución (Kav = VE – V0 / VT – V0) en el eje de ordenadas (Figura 21C). Esta 
recta se utilizó para determinar la MM del complejo. 
 600 µg de un extracto de proteínas totales de CW15 cultivadas en DL y DC a ZT4 y 
ZT24 en un volumen de 100 µl totales se separaron a través de la columna. Manteniendo un 
flujo constante de 0,5 ml/min se eluyeron fracciones de 1 ml. Tras recoger y precipitar las 
fracciones correspondientes desde el ml 6 (V0 aproximado de la columna) al 14 (Vt de la 
columna) (Figura 21D) se realizó un Western blot de los extractos empleando α-CrDOF. 
En las muestras de CW15 cultivadas tanto en DL como en DC a ZT24 se detectaba una 
única banda de 100 kDa en las fracciones 8 y 9, que correspondería con un tamaño de 
exclusión molecular entre 464 y 314 kDa, respectivamente (Figura 21E). Sin embargo, en 
cultivos de CW15 recogidos a ZT4, se podían observar dos claras diferencias. Por un lado, el 
complejo proteico del cual CrDOF forma parte tendía a ser mayor, desplazándose hacia los 464 
kDa (hecho más evidente en DC). Por otro lado, se conseguía detectar, como consecuencia de 
la manipulación experimental, la banda de 62 kDa en la fracción 8. Estos resultados apuntan a 
que CrDOF forma parte de un gran complejo con interacciones más lábiles o más fuertes, y que 
se regula de forma diferencial según el momento del día analizado. 
Con el fin de intentar identificar la(s) proteínas(s) que formaban parte del complejo 
junto con CrDOF (banda de 100 kDa) se realizaron diversas aproximaciones. En primer lugar se 
realizó una coinmunoprecipitación de CrDOF utilizando perlas a las cuales se les había unido 
covalentemente α-CrDOF. En segundo lugar se intentó realizar una inmunoprecipitación del 
complejo utilizando extractos proteicos de líneas transgénicas sobreexpresoras inducibles de 
CrDOF con una fusión carboxilo terminal a YFP (CrDOFin:YFP) con perlas que presentaban 
anticuerpos anti-GFP unidos (ver apartado 7.7 de Materiales y Métodos). Sin embargo, 
ninguna de estas aproximaciones dio resultados óptimos. Finalmente, se optó por realizar una 
filtración por exclusión de tamaño de extractos de proteínas de CW15 a ZT4 y ZT24 en DL y DC. 
Las proteínas de las fracciones 8 y 9 resultantes de cada condición se sometieron a digestión 
Resultados 
 
- 72 - 
 
con tripsina (Ver apartado 7.6 de Materiales y Métodos) y se analizaron mediante 
espectometría de masas (Triple Cuadrupolo/TOF 6600) en colaboración con el Dr. Antonio 
Serna en Alemania (AB SCIEX). Debido a que el complejo de 100 kDa estaba presente en todas 
las situaciones experimentables testadas, se buscaron las proteínas que coincidieran en todas 
las condiciones. Siguiendo esta aproximación se obtuvo una lista de 62 proteínas totales 
(Anexo 2). Entre todas ellas se identificaron 3 proteínas con posible función reguladora: dos 
proteínas pertenecientes a la familia de proteínas 14-3-3 (Cre06.g257500 y Cre12.g559250) y 
una chaperona (g8378). La MM descrita para estas proteínas en las bases de datos eran 28 
kDa; 29,52 kDa y 22,78 kDa respectivamente, las cuales podrían coincidir con el tamaño 
esperado de la proteína desconocida, (aproximadamente 40 kDa), en forma de monómeros o 
de homodímero en el caso de la última candidata. 
 
 
 
Figura 21. Cromatografía por exclusión de tamaño. A. Perfil de elución del patrón de proteínas de MM conocido: 
Tiroglobulina 669 kDa, Apoferritina 443 kDa, β-amilasa 200 kDa, Suero de albúmina bobino (BSA) 66 kDa y 
Anhidrasa carbónica 29 kDa. B. Perfil de elución de las moléculas azul dextrano y ferricianuro potásico, que marcan 
el volumen vacío (V0 = 6 ml) y el volumen total de la columna (VT = 15,20 ml), respectivamente. C. Recta patrón de 
las proteínas de MM conocida. Se representa el logaritmo de la MM (Log MM) frente al coeficiente de distribución 
(Kav). VE = Volumen de elución. D. Perfil de elución típico de un extracto de proteínas totales (600 µg) de CW15. 
Sombreado en azul se muestra el rango de fracciones recogidas (desde el ml 6 al 14). E. Western blot de las 
fracciones resultantes de la cromatografía de exclusión de tamaño de proteínas totales (600 µg) a ZT4 y ZT24 en 
fotoperiodo de DL y DC con α-CrDOF. Las fracciones 8 y 9 corresponden con un tamaño de exclusión molecular de 
464 y 314 kDa respectivamente. A la derecha se representa el marcador de MM en kDa.  
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1.4.3 Regulación postraduccional de CrDOF dependiente de la calidad de la luz 
En Arabidopsis se ha estudiado en profundidad el efecto de la calidad de la luz sobre el control 
fotoperiódico de la floración. Como se ha comentado en la introducción, la estabilidad de los 
CDFs se ve comprometida por acción del complejo GI-FKF1 en presencia de luz azul. Debido a 
que se han encontrado proteínas con dominios similares al dominio LOV de FKF1 en 
Chlamydomonas se quiso comprobar si los niveles de CrDOF podrían estar controlados por la 
calidad de la luz. Para ello se cultivaron células de CW15 en LL, OO, luz azul continua (AA) y luz 
roja continua (RR) y se recogieron muestras al cabo de 4 días. Tras realizar una 
inmunodetección con α-CrDOF sobre estas muestras, se comprobó que los niveles de proteína 
eran muy similares en todas las condiciones estudiadas (Figura 22), lo que indicaba que CrDOF 
probablemente no experimente ninguna regulación postraduccional dependiente de la calidad 
de la luz. 
 
 
Figura 22. Niveles de proteína de CrDOF en función de la calidad de la luz. Cuantificación de la señal obtenida 
(arriba) de un Western blot (abajo) con α-CrDOF en extractos de proteínas totales (50 µg) extraídas de cultivos de 
CW15 mantenidos durante 4 días en LL, OO, AA y RR. Como control de carga se muestra la tinción con rojo Ponceau. 
Se representa la desviación estándar (±SE) de dos experimentos independientes.  
 
1.4.4 Análisis de la capacidad de interacción proteína-proteína por parte de CrDOF 
El dominio DOF presente en proteínas de plantas vasculares tiene un importante papel en la 
interacción proteína-proteína (Yanagisawa, 1997). Para determinar si esta capacidad de 
interacción está conservada desde algas verdes, se realizaron experimentos de BiFC en hojas 
de Nicotiana benthamiana (ver apartado 9.1 de Materiales y Métodos). Para ello se clonó 
CrDOF en un plásmido que permitía su fusión con la mitad amino de la YFP (YFN-CrDOF) por un 
lado y con la mitad carboxilo (YFC-CrDOF) por otro. En estos experimentos, dos proteínas que 
interaccionan entre sí, tras coinfiltrar hojas de Nicotiana, reconstituyen la proteína YFP y se 
observa fluorescencia al microscopio confocal. De esta forma, se detectó señal amarilla en el 
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núcleo de células de tabaco coinfiltrando YFC-CrDOF con YFN-CrDOF (y viceversa) pero no con 
YFN-AKIN10 (proteína inespecífica usada como control negativo) (Figura 23). Estos resultados 
apoyan el hecho de que CrDOF es capaz de formar homodímeros.  
 
 
Figura 23. Homodimerización de CrDOF. Fotografías al microscopio confocal de un experimento de BiFC en hojas 
de Nicotiana. Las imágenes superiores corresponden con la coexpresión de un plásmido que expresa CrDOF 
fusionado al extremo carboxilo de la proteína YFP (YFC-CrDOF) con otro plásmido que expresa una proteína 
inespecífica para nuestro estudio (AKIN10) fusionada al extremo amino de la YFP (YFN-AKIN10) usada como control 
negativo. Las imágenes inferiores corresponden con la coexpresión de dos plásmidos que expresan CrDOF 
fusionado al extremo carboxilo y amino de la YFP (YFC-CrDOF y YFN-CrDOF, respectivamente). La fluorescencia 
amarilla en el núcleo (primera imagen, YFP) indica que existe interacción entre ambas proteínas. El resto de las 
imágenes muestran la autofluorescencia de la clorofila, el campo claro y la superposición de todas las imágenes 
(Merge). La barra en blanco indica 30 µm.  
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2 CARACTERIZACIÓN DE LA SOBREEXPRESIÓN Y EL SILENCIAMIENTO GÉNICO DE 
CrDOF EN Chlamydomonas reinhardtii 
Con el fin de esclarecer el papel fisiológico de CrDOF se generaron y caracterizaron algas 
transgénicas que presentaban inducidos y reprimidos sus niveles de expresión. 
 
2.1 Generación de algas transgénicas 
2.1.1 Construcción de vectores y caracterización de algas que sobreexpresan CrDOF 
El sistema de clonación por recombinación homóloga Gateway (Invitrogen) se utiliza 
frecuentemente en biología molecular de plantas. Sin embargo, existen pocas herramientas 
disponibles para su uso en algas. Para facilitar el proceso de clonación en Chlamydomonas se 
generaron diferentes tipos de plásmidos, todos ellos con la secuencia de recombinación 
Gateway (Figura 24) (ver apartado 3.2.1 de Materiales y Métodos).  
 
 
Figura 24. Vectores de expresión inducibles y constitutivo. Representación esquemática de los vectores de 
expresión inducibles por nitrato formado por el gen de resistencia a higromicina (HYG), el promotor y terminador de 
la proteína nitrato reductasa (pnia2 y tnia2), la secuencia Gateway y la fusión carboxilo terminal de la proteína YFP 
(arriba derecha). El vector de expresión constitutiva presenta el gen de resistencia HYG, un promotor híbrido 
pHSP70/RbcS2, la secuencia Gateway, la proteína YFP y el terminador de la enzima Rubisco (tRbcS2). Mediante una 
reacción LR (protocolo Gateway) se clonó la secuencia genómica de CrDOF en cada uno de los plásmidos, 
obteniendo CrDOFin, CrDOFin:YFP y CrDOFox:YFP. 
 
Por un lado, se construyeron vectores de expresión inducible por NO3
- bajo el 
promotor de la enzima nitrato reductasa (pnia2) con y sin fusión carboxilo terminal a YFP. Por 
otro lado, se generaron vectores de expresión constitutiva empleando el promotor híbrido del 
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gen que codifica para la proteína de choque térmico HSP70 y la subunidad pequeña de la 
Rubisco (HSP70/RbcS2) fusionado a YFP. La secuencia de la proteína YFP se diseñó en base al 
uso de codones de Chlamydomonas (Matsuo y Ishiura, 2010). Mediante recombinación 
homóloga se clonó la secuencia genómica de CrDOF en los plásmidos de expresión inducible 
(CrDOFin y CrDOFin:YFP) y en el plásmido de expresión constitutiva (CrDOFox:YFP). 
Una vez transformado Chlamydomonas con dichas construcciones se seleccionaron 
cinco colonias de cada transformación. De todas ellas, se eligieron tres clones de los 
transformantes de expresión inducible (CrDOFin#1, CrDOFin#5 y CrDOFin:YFP#1) y dos de los 
transformantes de expresión constitutiva (CrDOFox:YFP#3 y 4).  
Con el fin de llevar a cabo la caracterización de las líneas transgénicas se determinaron 
los niveles de transcrito de CrDOF mediante qPCR. Los cultivos de las líneas de expresión 
inducible se cultivaron en un medio no inductivo y se recogieron las muestras a las 2 h de la 
inducción con NO3
-. CrDOFin#1 y #5 se comportaron de manera muy similar y mostraron un 
aumento significativo (aproximadamente 2,2 veces) del nivel de expresión de CrDOF en 
comparación con el silvestre CW15 en medio inductor (Figura 25A arriba izquierda). Por otro 
lado, CrDOFin:YFP#1 presentaba mayores niveles de expresión de forma significativa incluso en 
medio no inductivo (Figura 25A arriba centro). En cuanto a las líneas de expresión constitutiva, 
únicamente CrDOFox:YFP#4 mostró niveles de expresión de CrDOF más elevados que la estirpe 
silvestre (1,4 veces más que CW15) (Figura 25A arriba derecha).  
Finalmente, para confirmar la obtención de líneas sobreexpresoras se verificó 
mediante Western blot que los niveles de proteína CrDOF en CrDOFin#5, CrDOFox:YFP#1 y 
CrDOFox:YFP#4 eran superiores a los de CW15 (Figura 25A abajo). En el caso tanto de 
CrDOFin:YFP#1 como de CrDOFox:YFP#4 se observó la aparición de una banda de movilidad 
electroforética superior (120 kDa aproximadamente) que correspondía a la fusión de CrDOF 
con la proteína YFP. A pesar de que el aumento en los niveles de expresión de CrDOF en la 
línea constitutiva CrDOFox:YFP#4 no era significativo, fue suficiente para observar un 
incremento de los niveles de proteína.  
Es interesante indicar que el análisis de la expresión de los niveles de transcrito de 
CrDOF en la línea CrDOFin#5 durante un ciclo de 24 h, reveló que la expresión no era constante 
y que se regulaba de forma similar al gen endógeno. Únicamente se observaba sobreexpresión 
del transgén de forma significativa a ZT0-24 y ZT4 en DL (Figura 25B izquierda) y a ZT20 en DC 
(Figura 25B derecha). 
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Figura 25. Caracterización de algas sobreexpresoras de CrDOF. A. Niveles de mRNA de CrDOF en 3 líneas 
independientes de algas sobreexpresoras de CrDOF inducibles por nitrato (CrDOFin#1, CrDOFin#5 y CrDOFin:YFP#1) 
y de 2 líneas sobreexpresoras de CrDOF constitutivas (CrDOFox:YFP#3 y CrDOFox:YFP#4) aclimatadas a DL y 
recogidas a ZT4. Las barras de error corresponden al error estándar de la media (±SEM) de tres experimentos 
independientes. Las diferencias significativas (t-student) se marcan con asteriscos, pValor < 0,05 (*) (Arriba). 
Inmunodetección de CrDOF en las líneas con mayor sobreexpresión. La banda electroforética de aproximadamente 
120 kDa presente en CrDOFin:YFP#1 y CrDOFox:YFP#4, corresponde a la fusión de CrDOF con la YFP (CrDOF:YFP). 
Como control de carga se muestra la tinción con rojo Ponceau (Abajo). B. Niveles de expresión de CrDOF en CW15 y 
CrDOFin#5 en un ciclo de 24 h en DL (izquierda) y DC (derecha). Las barras de error corresponden al error estándar 
de la media (±SEM) de tres experimentos independientes. El diagrama inferior muestra las horas de luz y de 
oscuridad en ambos fotoperiodos representadas como ZT. Las diferencias significativas (t-student) se marcan con 
asteriscos, pValor < 0,05 (*). 
 
2.1.2 Silenciamiento génico de CrDOF mediante amiRNA 
Una estrategia ampliamente utilizada para el estudio de la función génica es el silenciamiento 
de un gen o familia de genes. Dicha estrategia se basa en un mecanismo natural conservado en 
los organismos eucariotas contra la defensa a infecciones víricas o transposones. Los pequeños 
RNAs, formados por 21 a 24 nucleótidos, son el componente esencial para este proceso, 
pudiendo diferenciarse dos tipos: los RNAs interferentes pequeños (siRNA) o los microRNA 
(miRNAs). La principal diferencia entre ambos radica en su precursor. El precursor de los 
siRNAs (pre-siRNA) está formado por RNAs de doble cadena que aparean perfectamente, a 
diferencia del precursor de los miRNA (pre-miRNA) que presentan entre 1 y 5 
desapareamientos (Figura 26). Estos RNAs intermediarios son procesados por RNasas 
específicas de la familia DICER en el citosol de las células. Seguidamente, la proteína Argonauta 
B 
A 
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(AGO) reconoce la cadena de RNA con menor estabilidad termodinámica en el extremo 5´ y 
juntos se unen a su RNA diana para llevar a cabo el silenciamento génico. Por otro lado, la 
cadena complementaria del RNA intermediario pequeño llamada cadena pasajera (siRNA* o 
miRNA* según corresponda) se degradada rápidamente. A partir de este punto, el mecanismo 
de silenciamiento puede ocurrir tanto a nivel transcripcional como postraduccional. Éste 
último es el mejor estudiado, pudiendo provocar tanto la degradación del mRNA diana como 
una parada de la traducción (Figura 26) (Molnar et al., 2009).  
  
 
 
Chlamydomonas posee dos clases de miRNA. Uno de horquilla corta de hasta 150 pb y 
otro de horquilla larga que presentan entre 150 y 729 pb, el cual puede llegar a producir 
diferentes miRNA. El hecho de que Chlamydomonas posea este mecanismo de silenciamiento 
génico, permite aplicarlo a los estudios de función génica utilizando miRNA artificiales 
(amiRNA). Al haberse estudiado los factores que determinan la selección de un miRNA en las 
plantas, el espectro de posibles amiRNA para un determinado gen o familia génica es 
fácilmente predecible (Molnar et al., 2009).  
 Para obtener un amiRNA específico para el silenciamiento de CrDOF (amiCrDOF) (ver 
apartado 3.3 de Materiales y Métodos) se utilizó el software WMD2 MicroRNA Designer 
(wmd2.weigelworld.org/cgi-bin/mirnatools.pl) que permite obtener una lista ordenada de 
posibles amiRNA. El amiRNA escogido reconocía una secuencia de 20 nucleótidos situado en la 
posición 526 – 546, en la región 5` de CrDOF, a 146 pb del codón de inicio (Figura 27A). Una 
Figura 26. Mecanismo de silenciamiento 
génico. Representación esquemática del 
mecanismo de silenciamiénto génico 
transcripcional y postraduccional a partir de 
precursores de RNAs interferentes pequeños 
(pre-siRNA) o de precursores de microRNAs 
(pre-miRNA). DICER y ARGONAUTA (AGO) 
son las principales enzimas del 
procesamiento de los RNA intermediarios. 
siRNA* y el miRNA* corresponden con la 
cadena complementaria al siRNA y al 
microRNA respectivamente. Con las siglas RB 
se representa el ribosoma.  
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vez escogido el amiRNA se diseñaron, utilizando el mismo portal web, los oligonucleótidos que 
conformaban la horquilla precursora del amiRNA. Cada oligonucleótido contiene dos copias 
complementarias y antiparalelas (amiRNA* y amiRNA respectivamente) separadas por una 
región de 42 nucleótidos. Los cebadores hibridarán entre sí para formar una horquilla que 
presenta un único desapareamiento (Figura 27B). Finalmente, dicho fragmento se clonó en el 
vector pChlamyRNA2 (Molnar et al., 2009) mediante restricción con la enzima SpeI. Dicho 
vector presenta el promotor híbrido constitutivo HSP70/RbcS2 y el gen marcador ARG7, que 
permite el crecimiento de las algas transgénicas de la estirpe auxótrofa para arginina CC-4351 
(arg7) en medio sin dicho aminoácido. 
 
 
Figura 27. amiRNA y oligonucleótidos utilizados para el silenciamiento génico de CrDOF. A. miRNA seleccionado a 
partir de la página web WMD2 MicroRNA Designer. En rojo se muestra la secuencia reconocida por el miRNA en el 
transcrito de CrDOF. B. Oligonucleótidos homólogos que contiene dos copias en antiparalelo del amiRNA de CrDOF 
(en mayúsculas) separadas por una secuencia de 42 pb (en minúsculas). Subrayado en rojo se muestran los 
nucleótidos modificados en la posición 5 del amiRNA* que provocan el desapareamiento necesario en el precursor 
del amiRNA. Los oligonucleótidos poseen en sus extremos un sitio diana de la enzima de restricción SpeI (subrayado 
en negro) para su clonación en el vector de expresión constitutiva pChlamiRNA2. 
 
La orientación del amiRNA clonado (amiRNA*- amiRNA) se comprobó mediante un 
ensayo de restricción con las enzimas SpeI y EcoRI. Las construcciones que contenían el inserto 
en la orientación deseada presentaban una banda electroforética de 616 pb mientras que la 
orientación contraria mostraba una banda de 526 pb (Figura 28A). Para comprobar el correcto 
silenciamiento del gen se analizaron los niveles de mRNA mediante qPCR y de proteína 
mediante Western blot. Ninguna de las líneas caracterizadas silenciaba por completo la 
transcripción de CrDOF y únicamente amiCrDOF#4 presentaba, de forma significativa, menores 
niveles de expresión que su silvestre CC-4351 (Figura 28B). Mediante inmunodetección con α-
A 
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CrDOF se comprobó que esta línea presentaba, además, menores niveles de proteína (Figura 
28C). 
 
 
 
Figura 28. Obtención de las líneas silenciadas mediante amiCrDOF. A. Análisis de restricción (EcoRI y SpeI) de los 
plásmidos que han incorporado el oligonucleótido en la orientación correcta (amiRNA*/amiRNA). Dichas bandas 
presentan un tamaño de 616 pb (# 1) frente a las 526 pb del vector que contiene los oligonucleótidos en antisentido 
(#s 2, 3 y 4). El marcador de tamaño se muestra a la derecha en pb. B. Niveles de transcrito de CrDOF de 3 líneas 
transformadas con amiCrDOF y de la línea silvestre CC-4351 cultivadas en DL y recogidas a ZT4. Únicamente la línea 
#4 presenta menores niveles de mRNA. La barra de error muestra el error estándar de la media (±SEM) de 3 
experimentos independientes. Las diferencias significativas (t-student) se marcan con asteriscos, pValor < 0,05 (*). 
C. Inmunodetección con α-CrDOF de extractos proteicos de cultivos aclimatados a DL y recogidos a ZT4 de la línea 
amiCrDOF#4 y el silvestre CC-4351. La tinción Ponceau se empleó como control de carga.  
 
2.2 Localización in vivo de CrDOF 
Dado que la función principal de los TFs es unirse a elementos cis en el promotor de sus genes 
dianas, su forma activa se encuentra en el núcleo celular. Para comprobar la localización de 
CrDOF, se utilizaron las líneas sobreexpresoras inducible y constitutiva CrDOFin:YFP#1 y 
CrDOFox:YFP#4. Además, como control positivo se utilizó una línea sobreexpresora del gen 
nuclear CrCO (CrCOox:YFP). El uso del colorante permeable a la célula SYTO®Blue45 (señal azul) 
que se une selectivamente tanto al DNA como al RNA y la puesta a punto de un nuevo 
protocolo de tinción in vivo, permitió un fácil reconocimiento del núcleo de las algas (ver 
apartado 8.1 de Materiales y Métodos). 
En la Figura 29 se puede observar una leve y ubicua señal de fluorescencia amarilla en 
células CW15 debido muy posiblemente a autofluorescencia procedente de compuestos 
naturales. En el caso de las algas que sobreexpresan CrDOF y CrCO, se puede observar una 
clara señal amarilla que colocaliza con el núcleo de la célula indicado por la tinción azul 
concentrada en el polo apical del alga. Estos resultados apoyan que CrDOF tenga una 
localización preferentemente nuclear. 
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Figura 29. Localización nuclear de CrDOF. Fotografías al microscopio confocal de células CW15, sobreexpresoras 
inducibles y constitutivas de CrDOF fusionadas a YFP (CrDOFin:YFP#1 y CrDOFox:YFP#4) y sobreexpresoras 
constitutivas de CrCO fusionadas a YFP (CrCOox:YFP) utilizada como control positivo nuclear. La colocalización de la 
señal fluorescente amarilla (YFP) y la azul del marcador nuclear (SYTO Blue 45) (Merge) únicamente en las células 
transgénicas indican que CrDOF se localiza en el núcleo. En rojo se muestra la autofluorescencia del único 
cloroplasto en forma de copa que ocupa el 70% del volumen celular. A la derecha, fotografía del campo claro de las 
mismas células. La barra blanca representa 5µm.  
 
2.3 Estudio del efecto de la sobreexpresión y el silenciamiento de CrDOF sobre la 
regulación transcripcional de CrCO 
2.3.1 Análisis de los niveles de transcrito de CrCO en algas transgénicas 
Tal y como se ha comentado anteriormente, los CDFs en Arabidopsis actúan como reguladores 
transcripcionales de CO inhibiendo su transcripción. Para esclarecer si dicha función 
reguladora forma parte de la ruta fotoperiódica primitiva o es exclusiva de plantas vasculares, 
se determinaron los niveles de expresión de CrCO sobre las mismas muestras de las líneas 
sobreexpresoras y líneas silenciadas caracterizadas anteriormente. 
Como se observa en la Figura 30A la inducción de la sobreexpresión de CrDOF 
provocaba un aumento significativo de la expresión de CrCO en las líneas transgénicas 
CrDOFin#1 y CrDOFin#5 de 1,6 y 3 veces, respectivamente, comparado con los niveles de CrCO 
en CW15 en medio inductor. De igual forma, en la línea de expresión constitutiva CrDOFox#4, 
se observó un incremento de la expresión de CrCO de aproximadamente 1,5 veces en relación 
a CW15. Por el contrario, la línea silenciada amiCrDOF presentó una clara y significativa 
reducción de los niveles de expresión de CrCO (Figura 30B).  
Asimismo, se estudió el efecto de la sobreexpresión de CrDOF sobre los niveles de 
transcrito de CrCO en función del fotoperiodo, cuantificando los niveles de mRNA durante 24 h 
en DL y DC (Figura 30C). Puede observarse que en DL, la sobreexpresión de CrDOF inducía la 
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expresión de CrCO únicamente a ZT0-24 y ZT4, coincidiendo con el periodo de tiempo en el 
que se observaba sobreexpresión de CrDOF (Figura 25B). Por el contrario, en DC, la mayor 
actividad reguladora se mostraba durante la noche, encontrando un aumento significativo de 
los niveles de expresión a ZT20.  
Estos resultados sugieren que CrDOF es un regulador transcripcional de CrCO, sin 
embargo, a diferencia de lo que ocurre en Arabidopsis con los CDFs, CrDOF actúa como un 
inductor de la expresión de CrCO. 
 
 
Figura 30. Efecto de la sobreexpresión y el silenciamiento de CrDOF sobre los niveles de expresión de CrCO. A. 
Niveles de mRNA de CrDOF y CrCO en la cepa silvestre CW15 y algas sobreexpresoras CrDOFin#1 y CrDOFin#5 (en 
medio no inductivo y a las 2 horas después de la inducción con nitrato) y en la línea de expresión constitutiva 
CrDOFox:YFP#4 cultivadas en DL y recogidas a ZT4. B. Niveles de mRNA de CrDOF y CrCO en la línea silenciada 
amiCrDOF y la línea silvestre CC-4351 aclimatadas a DL y recogidas a ZT4. C. Efecto de la sobreexpresión de CrDOF 
en la línea CrDOFin#5 en función del fotoperiodo. El diagrama inferior muestra las horas de luz y de oscuridad en 
ambos fotoperiodos indicadas como ZT. Las barras de error corresponden con el error estándar de la media (±SEM) 
de tres experimentos independientes. Las diferencias significativas (t-student) se marcan con asteriscos, pValor < 
0,05 (*). 
 
2.3.2 Estudio de la unión de CrDOF al promotor de CrCO mediante expresión transitoria en 
hojas de Nicotiana benthamiana 
Para determinar si la capacidad reguladora de CrDOF sobre la expresión de CrCO se producía 
por unión directa a su promotor, se analizó la expresión transitoria de la proteína GFP 
fusionada al promotor de CrCO (pCrCO:GFP) en hojas de Nicotiana. Para ello, se determinaba y 
comparaba la fluorescencia basal debida a la expresión de pCrCO:GFP con la fluorescencia 
resultante de coinfiltrar pCrCO:GFP junto con un plásmido que expresaba constitutivamente 
CrDOF (35S:CrDOF). La unión de CrDOF al promotor de CrCO, debería inducir su transcripción y 
A B 
C 
Resultados 
 
- 83 - 
 
consecuentemente se produciría un aumento de la señal GFP (Figura 31A) (ver apartado 9.2 de 
Materiales y Métodos). 
 
 
 
 
 
 
Figura 31. Interacción de CrDOF con el promotor de CrCO. A. Representación esquemática del ensayo de expresión 
transitoria en Nicotiana. El promotor de CrCO fusionado a la proteína GFP (pCrCO:GFP) coinfiltrado con un plásmido 
que sobreexpresa CrDOF (35S:CrDOF) debería aumentar la expresión GFP y con ello su fluorescencia. B. Secuencia 
promotora del gen CrCO representada desde el extremo 5´ hasta el inicio del marco abierto de lectura (verde). 
Dicho fragmento de 846 pb incluye la secuencia anotada como promotor en la base de datos Phytozome v9.1, la 
secuencia intergénica y el extremo 3´UTR del gen situado en 5´. Subrayado se representa la delección del promotor 
denominada pCrCO-2 de 527 nt. Finalmente, en azul se muestra el promotor mínimo pCrCO-3 de 285 nucleótidos 
con los tres sitios suceptibles de unión de CrDOF: CTTT, AAAG y AAAG (sombreados en gris). C. Arriba se muestra la 
cuantificación de 100 núcleos de tres experimentos independientes de la señal fluorescente generada en el núcleo 
de las células debido a la expresión de 3 versiones del promotor de CrCO; pCrCO:GFP (846 pb) sin coinfiltrar y 
coinfiltrado con 35S:CrDOF (panel 1), pCrCO:GFP-2 y pCrCO:GFP-3 coinfiltrado con 35S:CrDOF (panel 2). Además, se 
muestra la cuantificación de la señal GFP tras mutar los posibles sitios de unión de CrDOF en pCrCO-3:GFP (pCrCO-
3:GFP CTTT*, pCrCO-3:GFP AAAG*y pCrCO-3:GFP AAAG*) coinfiltrado con 35S:CrDOF (panel 3). Las diferencias 
significativas (t-student) se marcan con asteriscos, pValor < 0,01 (**). Abajo se muestran las imágenes de 
microscopía confocal representativas de cada caso, que corresponden con la cuantificación realizada en los paneles 
superiores. La barra blanca indica 30 µm.  
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Debido a que el promotor de CrCO anotado en la base de datos Phytozome v9.1 era 
únicamente de 200 pb, se optó por clonar las 846 pb de la región 5´ desde el codón de inicio. 
Dicho fragmento corresponde a la secuencia anotada como promotor, la secuencia intergénica 
y la región 3´UTR del gen anterior (Figura 31B). Una vez clonado, se infiltraron hojas de 
Nicotiana de 3 semanas de edad con Agrobacterium que llevaban las construcciones 
adecuadas. A continuación se realizaron fotografías al microscopio confocal y se cuantificó la 
señal fluorescente de 100 núcleos de 3 experimentos independientes utilizando la herramienta 
MBF ImageJ for Microscopy Collection. Como se observa en la Figura 31C panel 1, mientras que 
la infiltración con pCrCO:GFP no mostraba fluorescencia bajo el microscopio confocal, la 
coinfiltración de este vector con el vectror 35S:CrDOF, daba lugar a  un aumento considerable 
de la señal verde fluorescente en el núcleo de las células. Este resultado sugiere fuertemente 
que CrDOF es capaz de activar la expresión de CrCO por unión directa a su promotor. 
Con el fin de determinar el promotor mínimo necesario para la unión y activación de 
de la expresión de CrCO por parte de CrDOF, se generaron deleciones en el promotor (pCrCO-2 
de 527 pb y pCrCO-3 de 285 pb) (Figura 31B). De esta forma, tras comprobar que la 
fluorescencia observada en las diferentes versiones del promotor no disminuía (Figura 31C 
panel 2), se determinó que la región de 285 pb presentaba todas las señales necesarias para la 
activación transcripcional de CrCO por CrDOF. 
 
2.3.3 Identificación de los dominios de unión de CrDOF en el promotor de CrCO 
Como se indicó en la introducción, está bien caracterizado que la secuencia AAAG o su 
complementaria CTTT es el núcleo de la secuencia reconocida por el dedo de zinc del dominio 
DOF para unirse al promotor de sus genes diana (Yanagisawa y Schmidt, 1999).  
Dentro del promotor mínimo definido (pCrCO-3), se localizaron tres posibles sitios de 
unión de CrDOF, una diana CTTT y dos AAAG (Figura 31B). Para corroborar su importancia se 
mutaron las tres individualmente. Con la intención de evitar la unión de CrDOF a la secuencia 
de DNA por motivos estéricos, se mutaron purinas (que presentan dos anillos aromáticos) por 
pirimidinas (que presentan un solo anillo aromático). Así, las dos timinas de la primera diana, 
se mutaron por dos adeninas (CaaT) y las dos adeninas de las otras dos dianas se sustituyeron 
por dos timinas (AttG). Tras la cuantificación de la señal nuclear originada por la proteína GFP 
no sólo se observó una clara y significativa disminución de la señal fluorescente en la primera 
(CTTT) y en la segunda (AGGG) diana mutada (Figura 31C panel 3) si no que el número de 
núcleos con fluorescencia disminuyó drásticamente. La tercera diana no mostró ninguna 
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diferencia con respecto al control no mutado. Estos resultados podrían explicarse, atendiendo 
a la especificidad que los DOFs presentan hacia las secuencias flanqueantes del núcleo del sitio 
diana, (A/T)AAAG o (A)CTTT(A) (Yanagisawa, 1997; Yanagisawa y Schmidt, 1999). Esta 
característica se cumple en las dos primeras dianas seleccionada, pero no en la tercera. 
 
2.4 Identificación de la forma activa y funcional de CrDOF 
Tal y como se vio anteriormente, en células silvestres CW15 se pueden encontrar dos 
complejos diferentes de CrDOF, uno de mayor tamaño y fácil disociación (banda de 100 kDa y 
banda de 62 kDa a ZT4) o bien  un complejo más pequeño y fuertemente unido (banda de 100 
kDa a ZT24) (Figura 21E). Con el fin de identificar la forma activa de CrDOF, se realizó el mismo 
experimento de cromatografía por exclusión de tamaño  con la línea transgénica CrDOFin#5 a 
ZT24 tanto en DL como en DC. En este caso, el comportamiento de CrDOF en el sobreexpresor 
a ZT24 era similar al caracterizado para CW15 a ZT4, es decir, el tamaño del complejo formado 
se veía desplazado hacia un mayor tamaño (464 kDa = fracción 8) y se apreciaban dos bandas 
electroforéticas, una de 100 kDa y otra de 62 kDa. Además, se detectaba una banda de 62 kDa 
incluso en la fracción 9, hecho que no se observaba en CW15 (Figura 32). Debido a que CrCO 
alcanza su máximo pico de expresión a ZT4 en la cepa silvestre y es inducido a ZT24 en la línea 
transgénica CrDOFin#5, parece que la formación del complejo de mayor tamaño y la 
estabilidad del mismo tienen un papel importante en la activación transcripcional de CrCO 
(Figura 32 y Tabla 5). 
 
 
Figura 32. La forma activa de CrDOF puede separarse del complejo. Inmunodetección con α-CrDOf en las 
fracciones 8 y 9 procedentes de la cromatografía de exclusión de tamaño de proteínas totales (600 µg) a ZT24 en 
fotoperiodo de DL y DC de la línea transgénica CrDOFin#5 (derecha) CW15 a ZT24 (centro) y CW15 a ZT4 (izquierda). 
Las fracciones 8 y 9 corresponden con un tamaño de exclusión molecular de 464 y 314 kDa, respectivamente. A la 
derecha se representa el marcador de MM en kDa. Las inmunodetecciones correspondientes a CW15 muestran sólo 
una parte de los resultados mostrados en la Figura 21E. 
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 Tabla 5. Tabla representativa de los niveles de proteína CrDOF observada en los diferentes experimentos 
cromatográficos. 
 
En rojo máxima cantidad de proteína, naranja y amarillo oscuro cantidad media, amarillo claro cantidad mínima, 
blanco no se detecta proteína. - indica que no se ha analizado esa condición. Los números dentro de cada 
rectángulo de color muestra la cuantificación de cada banda electroforética. 
 
2.5 Caracterización fisiológica y fenotípica del efecto de la sobreexpresión y 
silenciamiento génico de CrDOF  
Para determinar un posible efecto fisiológico causado por la alteración de los niveles de 
expresión de CrDOF se analizó la capacidad de crecimiento de las líneas transgénicas. Para ello 
se siguieron dos aproximaciones diferentes. Se realizó una curva de crecimiento en medio 
líquido monitorizando la concentración de clorofila, así como un estudio de crecimiento por 
goteo con un mismo número de células inicial (Figura 33) (ver apartado 1.1.3 de Materiales y 
Métodos). 
 Las líneas sobreexpresoras inducibles (CrDOFin#5) y constitutivas (CrDOFox:YFP#4) 
mostraban en ambos experimentos (Figura 33A y 33B arriba), una menor tasa de proliferación 
en comparación con el silvestre CW15. Además, el perfil de crecimiento del control negativo 
(línea transformada con el vector vacío) y de CW15 eran muy similares (Figura 33B arriba), 
demostrando que el fenotipo observado se debía a la expresión del transgén y no al efecto de 
su inserción en el genoma del alga. Por el contrario, aunque la línea silenciada amiCrDOF no 
presentó una diferencia clara en la velocidad de crecimiento en placa (debido posiblemente a 
la carencia paulativa de la arginina necesaria para el crecimiento del silvestre CC-4351), la tasa 
de proliferación en medio líquido (donde se añadía arginina una vez a la semana) sí presentó 
un claro retraso (Figura 33A y 33B abajo). 
Estos resultados ponen de manifiesto que la modificación de los niveles de expresión 
de CrDOF tanto aumentándolos como disminuyéndolos frente a los niveles normales, tiene un 
drástico efecto en el crecimiento del alga. 
 
Resultados 
 
- 87 - 
 
 
Figura 33. Estudio del crecimiento de las algas que sobreexpresan y silencian CrDOF. A. Análisis mediante goteo de 
cultivos de CW15, líneas sobreexpresoras (CrDOFin#5 y CrDOFox:YFP#4) (arriba) así como de la línea silenciada 
amiCrDOF y el silvestre (CC-4351) (abajo). Las células se cultivaron en placas con medio Sueoka y medio rico TAP 
ambas suplementadas con NO3
-
 tanto en DL como en DC. B. Análisis del crecimiento de cultivos de CW15, CW15 
transformada con el vector vacío (control negativo), CrDOFin#5 y CrDOFox:YFP#4 (arriba) así como de CC-4351 y 
amiCrDOF (abajo) aclimatados a DL. Los cultivos se iniciaron con el mismo contenido en clorofila 
 
2.6 Identificación de dianas transcripcionales de CrDOF implicadas en el ciclo 
celular 
La división celular en Chlamydomonas ocurre mediante un proceso conocido como “fisión 
múltiple”, en el que una célula madre puede dar lugar a 2n células hijas, donde n = 1 - 10 
células. Esta forma de división se coordina con el crecimiento celular únicamente en cultivos 
sincronizados por ciclos de luz/oscuridad con una amplitud máxima de 12 h de luz. Durante el 
día, las células crecen hasta alcanzar aproximadamente el doble de su tamaño (fase G1). Este 
hecho marca un punto crítico denominado punto de compromiso o CP (del inglés Commitment 
Point). Únicamente las células que sobrepasan el CP, pueden continuar hacia la siguiente fase 
del ciclo. Por otro lado, en las primeras horas del periodo de oscuridad el flagelo es 
reabsorbido y se producen múltiples series de replicación (fase S) (generándose células 
diploides) y mitosis (fase M). El número de células del cultivo puede llegar a aumentar hasta 6 
veces. Finalmente, las células hijas mantienen su tamaño hasta que comienza el periodo de luz 
(fase G0) (Figura 34) (Bisova et al., 2005; Wood et al., 2012; Bisová and Zachleder, 2014).  
A B 
Resultados 
 
- 88 - 
 
 
 
En algas verdes como Chlamydomonas y Ostreococcus, se conoce que el ciclo celular 
está controlado por componentes fisiológicos esenciales como la intensidad de la luz, la 
temperatura o el reloj circadiano (Goto y Johnson, 1995; Moulager et al., 2007). Por otro lado, 
se ha descrito que la alteración de los niveles de expresión de CrCO en Chlamydomonas afecta 
a la regulación del ciclo celular en cultivos sincrónicos en DC, controlando la expresión de los 
genes CICLINA A1 (CrCYCA1) y CICLINA DEPENDIENTE DE KINASA B1 (CrCDKB1) implicados en la 
transición de la fase S/M (Serrano et al., 2009). Si consideramos que CrDOF es un regulador 
transcripcional de CrCO, que está controlado fuertemente por el reloj circadiano y que, 
además, regula el crecimiento celular, parecería razonable analizar los niveles de expresión de 
los genes CrCYCA1 y CrCDKB1, así como realizar un análisis del tamaño celular mediante 
citometría de flujo (ver apartado 1.1.5 de Materiales y Métodos). 
En DL, la sobreexpresión de CrDOF afectaba a la correcta regulación del ciclo celular, 
alterando la expresión de CrCYCA1 y CrCDKB1 (Figura 35A izquierda y centro). A ZT20, los 
niveles de transcrito de CrCYCA1 sufrieron una drástica y significativa disminución en las algas 
transgénicas. De igual forma, a ZT16 los niveles de CrCDKB1 disminuían drásticamente, en 
comparación con el aumento observado en el silvestre. Además, el tamaño celular de las algas 
sobreexpresoras era considerablemente mayor que el de las algas silvestres (Figura 35A 
derecha). En DC, sin embargo, se produjo un aumento significativo de los niveles de expresión 
de CrCYCA1 a ZT8 y de CrCDKB1 a ZT12 en las algas transgénicas con respecto a su silvestre 
CW15 (Figura 35B izquierda y centro). Esta activación se produce justo en el periodo de 
transición entre las fases S/M. Al analizar el tamaño de estas células en el citómetro de flujo, 
se observó una disminución en comparación con CW15 (Figura 35B derecha), por lo que las 
fases S/M podrían verse aceleradas. Por otro lado, en cuanto a las líneas silenciadas amiCrDOF 
se pudo observar como en DL presentaban prácticamente el mismo tamaño celular que el 
Figura 34. Ciclo celular en Chlamydomonas. 
Representación esquemática de la progresión del 
ciclo celular en cultivos sincrónicos en DC en 
Chlamydomonas. Durante el periodo de luz, las 
células aumentan su tamaño (fase G1). En las 
primeras horas de oscuridad, se reabsorbe el 
flagelo y se producen múltiples ciclos de 
replicación y mitosis (fase S/M). Finalmente, 
durante la fase post-mitosis o fase G0 las células 
mantienen su tamaño hasta el inicio del periodo 
de luz. El punto de compromiso (en rojo) marca 
el momento donde las células han alcanzado el 
doble de su tamaño original. Modificado de 
Wood et al., 2012. 
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silvestre CC-4351. Por el contrario, en DC mostraban una clara reducción de tamaño (Figura 
35C).  
 
 
 
Figura 35. Efecto de CrDOF sobre el ciclo celular. Niveles de expresión de los genes implicados en el ciclo celular 
(CrCYCA y CrCDKB1) en CW15 y CrDOFin#5 en un ciclo de 24 h en cultivos crecidos en medio Sueoka NO3
-
 en DL (A) y 
DC (B). Los diagramas inferiores representan las horas de luz y de oscuridad en ambos fotoperiodos mostradas 
como ZT. El error estándar de la media (±SEM) representado por las barras de error, corresponden a tres 
experimentos independientes. Las diferencias significativas (t-student) se marcan con asteriscos, pValor < 0,05 (*). A 
la derecha se muestra el tamaño celular de los mismos cultivos analizados por citometría de flujo a ZT4. En el eje de 
abscisas se representa el tamaño celular y en el de ordenadas el número de células. C. Análisis del tamaño celular 
de CC-4351 y amiCrDOF en cultivos aclimatados a DL y DC a ZT4 mediante citometría de flujo.  
 
Según los resultados obtenidos que muestran que CrDOF induce la expresión de CrCO 
en DC (Figura 30C), y los estudios que indican que CrCO controla el ciclo celular en este mismo 
fotoperiodo (Serrano et al., 2009), puede inferirse que el efecto de la regulación del ciclo 
celular por parte de CrDOF en DC podría estar mediado por CrCO (Figura 36 abajo). Por el 
contrario, en DL, la inhibición de la expresión de CrCYCA1 y CrCDKB1 ocurriría de forma 
independiente a CrCO, bien por unión directa de CrDOF a su promotor o bien como resultado 
de la activación de un represor transcripcional del ciclo celular aún desconocido (Figura 36 
arriba). 
Estos resultados sugieren que CrDOF presenta una función dual dependiente de 
fotoperiodo, pudiendo actuar como un inhibidor del ciclo celular en DL y como activador en 
DC, hecho descrito en otros DOFs (Noguero et al., 2013). 
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Figura 36. Regulación del ciclo celular por CrDOF. En DL, CrDOF actúa como inductor de la expresión de CrCO por 
un lado y como inhibidor del ciclo celular por otro. En DC actúa como inductor de la división celular por medio de 
CrCO. La línea discontinua representa que el efecto regulador de CrDOF puede deberse bien por unión directa a los 
promotores de CrCYCA1 y CrCDKB1 o por mediación de un intermediario desconocido. El grosor de las flechas es 
proporcional al nivel de inducción o represión. 
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3 ANÁLISIS Y CARACTERIZACIÓN DE LA EXPRESIÓN HETERÓLOGA DE CrDOF EN 
PLANTAS  
3.1 Estudio de la regulación transcripcional de CO y FT por CrDOF mediante 
experimentos de expresión transitoria en Nicotiana  
A pesar de la distancia evolutiva entre algas y plantas se decidió comprobar, mediante 
experimentos de expresión transitoria en Nicotiana (ver apartado 9.2 de Materiales y 
Métodos), si CrDOF, al igual que sus homólogos los CDFs podrían controlar la expresión de los 
genes CO y FT de Arabidopsis. Para ello, se clonó 1 Kb de los promotores de CO y FT y se 
fusionaron a GFP (pCO:GFP y pFT:GFP). Ambos se coinfiltraron junto a la construcción 
35S:CrDOF en Nicotiana y se cuantificó la señal fluorescente de 100 núcleos de 3 experimentos 
independientes. Como control negativo y positivo, pCO:GFP se coinfiltró con 35S:AKIN10 y con 
35S:CDF1, respectivamente. En la Figura 37A puede observarse cómo plantas coinfiltradas con 
pCO:GFP + 35S:CDF1 mostraban una drástica disminución de la señal GFP debida a la unión de 
CDF1 al promotor de CO. De igual forma, se observó una leve, pero significativa, disminución 
de la señal verde fluorescente (aproximadamente 1,5 veces menos) en plantas coinfiltradas 
con pCO:GFP + 35S:CrDOF. Así mismo, las plantas utilizadas como control negativo no 
mostraron variación en la intensidad de la señal fluorescente en comparación con plantas 
infiltradas únicamente con pCO:GFP. En el caso del promotor de FT (Figura 37B) se observaba, 
igualmente, una disminución de aproximadamente 3,2 veces en la señal de fluorescencia de 
GFP al coinfiltrar pFT:GFP con 35S:CrDOF. 
 
 
Figura 37. Interacción y efecto de CrDOF sobre el promotor de CO y FT. Cuantificación de 100 núcleos de tres 
experimentos independientes de la señal fluorescente generada en el núcleo de las células resultado de la fusión y 
expresión GFP a 1 kb del promotor de CO (pCO:GFP) (A) y FT (pFT:GFP) (B). La construcción pCO:GFP se coinfiltró 
con 35S:AKIN10, utilizada como control negativo, 35S:CDF1, utilizada como control positivo y 35S:CrDOF, como 
objeto de estudio. La construcción pFT:GFP se coinfiltró con 35S:CrDOF. Las diferencias significativas (t-student) se 
marcan con asteriscos: pValor < 0,01 (**), pValor < 0,001 (***). Abajo se muestran una imagen representativa de 
microscopía confocal correspondiente a la cuantificación superior. La barra blanca indica 30 µm.  
A B 
Resultados 
 
- 92 - 
 
Estos datos sugieren que, a pesar de la distancia evolutiva entre Chlamydomonas y 
Arabidopsis, CrDOF era capaz de regular la transcripción de CO y FT de manera similar a los 
CDFs, es decir, como un inhibidor transcripcional. Sorprendentemente, los resultados 
mostraban que la acción inhibidora de CrDOF era mayor sobre el promotor de FT, un gen no 
presente en el genoma de Chlamydomonas, que sobre el promotor de CO. 
 
3.2 Análisis fenotípico y molecular de la expresión de CrDOF en Arabidopsis 
3.2.1 Generación de plantas transgénicas y caracterización fenotípica 
Una vez comprobada la capacidad de CrDOF para regular negativamente la transcripción de CO 
y FT en ensayos de coinfiltración, se generaron plantas transgénicas de Arabidopsis que 
sobreexpresaran el marco abierto de lectura completo de CrDOF bajo un promotor 
constitutivo (35S:CrDOF), un promotor específico de floema (pSUC2:CrDOF) y un promotor 
específico de meristemo (pKNATI:CrDOF). Se seleccionaron 3 líneas independientes de cada 
transformación para corroborar que el resultado obtenido se debía a la sobreexpresión de 
CrDOF y no a la inserción del mismo en el genoma de la planta. Para cada una de las líneas, se 
determinó el tiempo de floración en número de hojas en DL (Tabla 6) (ver apartado 1.2.4 de 
Materiales y Métodos). 
Tabla 6. Tiempo de floración, en número de hojas, de plantas de Arabidopsis transformadas con CrDOF 
empleando diferentes promotores  
 
Planta 
DL DC 
Número de hojas Número de hojas 
Col-0  20,45 ± 1,2 66,7 ± 4,4 
35S:CrDOF#1 30,54 ± 2,2
** 
65,62 ± 4,7 
35S:CrDOF#2 24,51 ± 1,81
* 
- 
35S:CrDOF#3 22,42 ± 2,13
* 
- 
pSUC2:CrDOF#3 23,86 ± 0,2
*
 68,25 ± 2,4 
pSUC2:CrDOF#4 20,95 ± 2,11 - 
pSUC2:CrDOF#6 23,96 ± 1,97
* 
- 
pKNATI:CrDOF#7 28,58 ± 1,8
**
 76,4 ± 5,7 
pKNATI:CrDOF#8 25,54 ± 3,1
* 
- 
pKNATI:CrDOF#9  25,62 ± 2,49
* 
- 
Las diferencias significativas (t-student) se marcan con asteriscos: pValor<0,05 (*) y pValor < 0,01 (**). El error 
estándar de la media (±SEM) corresponde a tres experimentos independientes. 
 
En DL, todas las líneas transgénicas seleccionadas, independientemente del promotor 
utilizado, a excepción de pSUC2:CrDOF#4, mostraron un retraso floral en comparación con Col-
0. Más concretamente, las líneas sobreexpresoras generadas con el promotor específico de 
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floema mostraron un leve pero significativo retraso de dos hojas (pSUC2:CrDOF#3 y 
pSUC2:CrDOF#6) o incluso se comportaban de forma similar a Col-0 (pSUC2:CrDOF#4). Por otro 
lado, cabe destacar que el efecto observado en plantas pKNATI:CrDOF era similar al 
ocasionado por la expresión ectópica en 35S:CrDOF (8 y 10 hojas de retraso con respecto a Col-
0, respectivamente). Estos resultados sugieren, que el efecto regulador que CrDOF ejerce en el 
meristemo de la planta era superior al que ejerce en el floema. Además, también indica que la 
capacidad inhibidora de CrDOF sobre FT era mayor que sobre CO, tal y como se observó en la 
expresión transitoria en Nicotiana (Figura 37).  
 
 
 
Figura 38. Niveles de expresión de CrDOF en Arabidopsis y tiempo de floración de las líneas transgénicas 
seleccionadas. A. PCR semicuantitativa de los niveles de transcrito de CrDOF en Col-0 y tres líneas sobreexpresoras 
35S:CrDOF (#1, #2 y #3). Se utilizó cDNA de Chlamydomonas como control positivo y UBQ10 como gen de 
referencia. B. Análisis comparativo de los niveles de expresión de CrDOF (línea azul) con el tiempo de floración 
(barras verdes) de las tres líneas 35S:CrDOF. Los niveles de expresión de CrDOF, son proporcionales al tiempo de 
floración. Las barras de error corresponden al error estándar de la media (±SEM) de tres experimentos 
independientes. C. Tiempo de floración de plantas 35S:CrDOF, pSUC2:CrDOF y pKNATI:CrDOF en DL y DC. Se 
muestra el número de hojas presente en la roseta (verde oscuro) y caulinares (verde claro) en el momento de la 
aparición del botón floral. D. Fotográfía de las mismas plantas a las 5 semanas de la siembra. Las diferencias 
significativas (t-student) entre Col-0 y cada una de las transgénicas se marcan con asteriscos. pValor < 0,05 (*), 
pValor < 0,01 (**). Las barras de error corresponden al error estándar de la media (±SEM) de tres experimentos 
independientes.  
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Por otro lado, estudios transcripcionales mediante PCR semicuantitativa (Figura 38A) 
correlacionaron los niveles de expresión de CrDOF con el tiempo de floración, de manera que, 
a mayores niveles de CrDOF, mayor retraso floral se observaba (Figura 38B). Una vez 
seleccionadas las líneas candidatas para continuar el estudio (35S:CrDOF#1, pSUC2:CrDOF#3 y 
pKNATI:CrDOF#7) se determinó el tiempo de floración en DC (Tabla 6). En estas condiciones, 
no se observó ninguna diferencia significativa en las líneas analizadas en relación a Col-0. Estas 
líneas se denominarán genéticamente a partir de ahora como 35S:CrDOF, pSUC2:CrDOF y 
pKNATI:CrDOF. En la Figura 38C y 38D, se resume el tiempo de floración de dichas líneas. 
 
3.2.2 Análisis de los niveles de transcrito de CO y FT en plantas transgénicas 
Para corroborar los resultados obtenidos en el análisis de expresión transitoria en Nicotiana, 
así como el fenotipo de floración observado en Arabidopsis, se realizaron estudios 
transcripcionales mediante qPCR en un ciclo de 24 h tanto en DL como en DC y se analizaron 
los niveles de expresión de CO y FT en plántulas de Col-0 y 35S:CrDOF.  
En DL, los niveles de expresión de CO en 35S:CrDOF eran significativamente inferiores 
(aproximadamente 2 veces menor) que los de Col-0 únicamente a ZT16  (Figura 39A izquierda). 
Esta fase del día, sombreada en rojo en la figura, resulta fundamental en la floración puesto 
que se produce la coincidencia de altos niveles de transcrito de CO con altos niveles de 
proteína estable, hecho que permite la activación transcripcional de FT. Además, los niveles de 
expresión de FT en estas plántulas transgénicas sufrieron una drástica y significativa 
disminución a ZT16 (Figura 39A derecha), momento del día en el que se produce el máximo de 
expresión de FT de forma natural. En DC, por el contrario, no se apreció ninguna diferencia 
significativa en los niveles de transcrito de ninguno de los dos genes (Figura 39B). 
En base a estos resultados, se procedió a la determinación de los niveles de mRNA de 
CO y FT a ZT16, en plántulas de 14 días de las líneas transgénicas seleccionadas, mediante 
qPCR (Figura 39C). En la línea 35S:CrDOF, como resultado de la expresión constitutiva y 
ectópica de CrDOF, se observó el efecto más drástico sobre la disminución de los niveles de 
expresión de CO y aún mayor de FT. En las plántulas pSUC2:CrDOF y pKNATI:CrDOF, el efecto 
observado se restringe al floema y al meristemo apical, respectivamente. En estas plántulas, 
los niveles de expresión de CO fueron muy similares y no se detectó ninguna diferencia 
significativa en comparación con los niveles de expresión de CO en Col-0. Sin embargo, la 
disminución de los niveles de transcrito de FT en el meristemo fue, a diferencia de lo que 
ocurrió en el floema, significativamente menor a la del silvestre.  
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Estos resultados apuntan una vez más a que CrDOF actúa preferentemente inhibiendo 
la transcripción de FT en el meristemo de la planta. No obstante estos resultados pueden estar 
sobreestimados debido a que se está determinando tanto el efecto de CrDOF sobre la 
regulación transcripcional de FT en el meristemo, junto con el efecto que ejercen los CDFs 
sobre la regulación de FT en el floema de la hoja. 
 
 
Figura 39. Niveles de transcrito de CO y FT en plántulas sobreexpresoras de CrDOF bajo distintos promotores. 
Niveles de mensajero de CO (rojo) y FT (verde) en Col-0 y 35S:CrDOF en DL (A) y DC (B) en un ciclo de 24 h. Los 
diagramas muestran el número de horas de luz y de oscuridad de cada fotoperiodo. Los datos representados están 
relativizados a UBQ10 y normalizados al mayor valor encontrado entre los valores de CO y FT en DL y DC por 
separado. Las barras de error corresponden al error estándar de la media (±SEM) de tres experimentos 
independientes. C. Niveles de mensajero de CO (rojo) y FT (verde) en Col, 35S:CrDOF, pSUC2:CrDOF y pKNATI:CrDOF 
a ZT16. Los niveles de mensajero representados se relativizaron al gen de referencia UBQ10 y se normalizaron a 1. 
Las barras de error corresponden al error estándar de la media (±SEM) de tres experimentos independientes. 
pValor<0,05 (*) y pValor<0,01 (**). 
 
3.2.3 Complementación del mutante 4cdf con CrDOF 
Plantas mutantes en los 4 genes que codifican para los CDFs de Arabidopsis (cdf1 cdf2-1 cdf3-1 
cdf5-1), cedida por el Dr. George Coupland del MPIZ de Colonia (Alemania) y el Dr. Fabio 
Fornara de la Università Degli Studi Di Milano, se transformaron con 35S:CrDOF con el fin de 
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complementar su fenotipo. Dicho mutante, que denominamos 4cdf, a pesar de no ser un 
mutante nulo, presenta tanto en DL como en DC una fuerte aceleración de la floración. Ello se 
debe a que la reducción de los niveles de proteínas CDF1, 2, 3 y 5, permiten una alta expresión 
tanto de CO como de FT (Fornara et al., 2009). Las plantas transformadas con 35S:CrDOF en 
fondo mutante (4cdf 35S:CrDOF) se seleccionaron mediante PCR debido a la imposibilidad de 
selección mediante antibiótico (Figura 40A).  
El análisis del tiempo de floración de las líneas 4cdf 35S:CrDOF bajo diferentes 
condiciones fotoperiódicas mostró que CrDOF era incapaz de complementar el fenotipo 
ocasionado por las mutaciones en 4cdfs (Figura 40B y 40C). Estos resultados sugieren que la 
proteína CrDOF únicamente tiene efecto en presencia de los CDFs, de tal forma que podrían 
estar interaccionando y potenciando su capacidad para inhibir la expresión de CO y FT. 
 
 
Figura 40. Caracterización del mutante 4cdf transformado con 35S:CrDOF. A. PCR sobre DNA genómico de plantas 
4cdf y de cuatro plantas mutantes 4cdf transformadas con 35S:CrDOF (4cdf 35S:CrDOF #3 - 7) usando 
oligonucleótidos específicos de CrDOF. Únicamente las líneas 3 y 7 son positivas. B. Análisis del tiempo de floración 
de las dos líneas transformantes (4cdf 35S:CrDOF#3 y 4cdf 35S:CrDOF#7) en DL y en DC. Las barras de error 
corresponden al error estándar de la media (±SEM) de tres experimentos independientes. C. Fotografías de las 
plantas Col-0, 4cdf 35S:CrDOF#7 y 4cdf en DL (izquierda) y DC (derecha) 5 semanas post-siembra. 
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3.3 Caracterización a nivel de proteína de CrDOF en plantas transgénicas 
3.3.1 Interacción de CrDOF con los CDFs 
Los CDFs actúan de forma coordinada y redundante para reprimir la expresión de CO y FT, 
interaccionando entre sí por medio del dominio DOF (Fornara et al., 2009). Debido al alto 
grado de conservación evolutiva de dicho dominio y tras observar que CrDOF no 
complementaba al 4cdf, se quiso comprobar si CrDOF era capaz de interaccionar con los CDFs. 
Para ello se realizaron experimentos de BiFC en hojas de Nicotiana (ver apartdo 9.1 de 
Materiales y Métodos). La señal fluorescente amarilla observada en los núcleos de las células 
demuestra que CDF1 y CDF2 son capaces de interaccionar entre sí (YFN-CDF1 YFC-CDF2 y YFN-
CDF2  YFC-CDF2), y con CrDOF (YFN-CrDOF YFC-CDF1 y YFN-CrDOF YFC-CDF2) (Figura 41).  
 
 
Figura 41. CrDOF interacciona in vivo con los CDFs de Arabidopsis. Fotografías al microscopio confocal de un 
experimento de BiFC en hojas de Nicotiana. Se muestra la interacción de CrDOF fusionado al extremo amino de la 
YFP (YFN-CrDOF) con la proteína CDF1 y CDF2 ambas fusionadas al extremo carboxilo de la YFP (YFC-CDF1 y YFC-
CDF2, respectivamente), así como de YFN-CDF1 con YFC-CDF2 y YFN-CDF2 con YFC-CDF2. La fluorescencia amarilla 
en el núcleo (YFP) indica que existe interacción entre ambas proteínas. El resto de las imágenes muestran la 
autofluorescencia de la clorofila, el campo claro y la superposición de todas las imágenes (Merge) respectivamente. 
La barra en blanco indica 30 µm.  
 
3.3.2 Análisis de la forma activa y funcional de CrDOF en plantas 
En un extracto de proteínas totales de Chlamydomonas extraídas en condiciones 
desnaturalizantes estándar, CrDOF presentaba un tamaño de 100 kDa (Figura 19A), 
probablemente debido a su fuerte interacción con otra(s) proteína(s). De esta forma, con el fin 
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de determinar si el complejo se conservaba evolutivamente, se extrajeron proteínas nucleares 
de Col-0 y 35S:CrDOF a ZT0 y ZT8, así como de 4cdf 35S:CrDOF y 4cdf a ZT0 en condiciones 
nativas y se separaron electroforéticamente en las mismas condiciones desnaturalizantes 
usadas en Chlamydomonas (ver apartado 7.1.2 de Materiales y Métodos). Tal y como se 
observa en la Figura 42A, α-CrDOF mostraba reacción cruzada con otras proteínas DOFs de 
plantas, puesto que se observaba una banda de 62 kDa incluso en Col-0. No obstante, el 
aumento de la intensidad de la banda en 35S:CrDOF muestra la sobreexpresión de CrDOF en 
las plantas. Además, en ninguno de los casos analizados se detectaba una banda de 100 kDa. 
La detección de una única banda de 62 kDa en bacterias recombinantes (Figura 19A), la 
detección de un complejo proteico de interacción lábil donde se aprecia banda de 62 kDa y la 
de 100 kDa en experimentos de filtración en gel sobre cultivos de Chlamydomonas (Figura 32) 
y la ausencia de la banda de 100 kDa en líneas transgénicas de Arabidopsis (Figura 42) apoyan 
fuertemente la idea de que la banda de 100 kDa detectada en Chlamydomonas se debe a una 
modificación postraduccional de CrDOF en el alga causada por una proteína desconocida. 
Por otro lado, se observaba que la señal detectada mediante Western blot, aumentaba 
desde ZT0 a ZT8 tanto en Col-0 y más aún en 35S:CrDOF (Figura 42A), periodo donde se 
acumulan en condiciones naturales las proteínas CDFs. Además, las bandas electroforéticas 
detectadas en torno a 50 kDa en la Figura 42A, desaparecían en 4cdf 35S:CrDOF (Figura 42B), 
lo que podría indicar la inmunodetección de los CDFs en Col-0 y en 35S:CrDOF. El posible 
aumento de la cantidad de CDFs en 35S:CrDOF en relación con Col-0 podría indicar una posible 
estabilización de los CDFs en presencia de CrDOF.  
 
 
Figura 42. Inmunodetección de CrDOF en extractos nucleares de plantas. Western blot de extractos nucleares de 
plantas Col-0 y 35S:CrDOF a ZT0 y ZT8 (A) y Col-0, 4cdf 35S:CrDOF y 4cdf a ZT0 (B) con α-CrDOF. El marcador de MM 
indica la movilidad electroforética de proteínas de tamaño conocido en kDa (líneas en negro). Como control de 
carga se muestra la tinción con rojo Ponceau 
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3.3.3 Localización de CrDOF en células vegetales 
Para determinar la localización subcelular de CrDOF en Arabidopsis, se realizaron plantas 
transgénicas que expresaban el cDNA completo de CrDOF fusionado en su extremo amino 
terminal a GFP (35S:GFP:CrDOF) (Ver apartado 3.2.2 y Tabla 2 de Materiales y Métodos) 
El análisis de dichas plantas transgénicas mediante microscopía confocal apuntaban a 
que la SLN primitiva, a pesar de su bajo nivel de similitud con la SLN de los DOFs de especies 
evolutivamente superiores (Figura 17B), era reconocida por la maquinaria de la planta, 
localizando a CrDOF en el núcleo de las células vegetales (Figura 43).  
 
 
Figura 43. Localización nuclear de CrDOF en las células de Arabidopsis. Imágenes al microscopio confocal de 
plantas Col-0 (arriba) y sobreexpresoras 35S:GFP:CrDOF (abajo). La señal fluorescente verde (GFP) indica la 
localización de CrDOF en el núcleo de las células transgénicas. El resto de las imágenes muestran la 
autofluorescencia de la clorofila, el campo claro y la superposición de todas las imágenes (Merge) respectivamente. 
La barra en blanco indica 30 µm.  
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4 CARACTERIZACIÓN A NIVEL SISTÉMICO DE LA SOBREEXPRESIÓN DE CrDOF EN 
Chlamydomonas y Arabidopsis  
4.1  Estudios transcriptómicos comparativos en Chlamydomonas y Arabidopsis 
Con el fin de determinar los genes expresados de forma diferencial o DEGs (del inglés 
Differential Expression Genes) por el efecto de la sobreexpresión de CrDOF en Chlamydomonas 
y Arabidopsis, se analizó el transcriptoma del alga sobreexpresora CrDOFin#5 en comparación 
con su cepa silvestre CW15 en DL y DC a ZT4. Asimismo, se realizaron estudios 
transcripcionales de la planta 35S:CrDOF y el silvestre Col-0 en DL a ZT16. La secuenciación del 
RNA se realizó en el Centro de Regulación Genómica de Barcelona utilizando el secuenciador 
Illumina HiSeq2000, que proporciona lecturas cortas de 50 pb. Para cada muestra se realizaron 
dos réplicas biológicas (ver apartado 5.4 de Materiales y Métodos). 
 
4.1.1 Análisis de los niveles de calidad 
Las tecnologías de secuenciación masiva pueden llegar a generar millones de lecturas en un 
solo análisis. Por esta razón, de forma previa al estudio biológico de los resultados es necesario 
verificar la calidad de los datos de las secuencias de RNAseq en bruto. Para ello se utilizó la 
herramienta FastQC (Patel y Jain, 2012).  
En la Figura 44 se muestra un análisis representativo de la calidad de una sola réplica 
de Chlamydomonas. No obstante, todos los parámetros analizados para cada una de las 
réplicas tanto de Chlamydomonas como de Arabidopsis alcanzaron un nivel satisfactorio y se 
consideraron de buena calidad. Se analizaron características basadas en: Índice de la calidad 
por pb, donde la media de las calidades, representada por la línea azul, quedaba encuadrada 
dentro de los límites de calidad según Sanger (zona verde) (Cock et al., 2010) (Figura 44A); 
Índice de la calidad por secuencias, la cual era proporcional al número de lecturas de alta 
calidad (Figura 44B); el contenido de la secuencia por base (Figura 44C) y el contenido en G+C 
(Figura 44D) que coincidían con el porcentaje nucleotídico presente en el genoma de la especie 
en cuestión, en este caso, Chlamydomonas; por último se determinó la homogeneidad de la 
distribución de la longitud de las secuencias (Figura 44E), que mostraba que todas las lecturas 
presentaban 50 pb. 
 
Resultados 
 
- 102 - 
 
 
 
Figura 44. Análisis de la calidad de la secuenciación. A. Índice de la calidad de cada base nucleotídica en función de 
su posición. La línea azul representa la media de todos los valores. En todas las muestras queda encuadrada dentro 
de los índices de calidad según Sanger (bloque verde). B. Índice de calidad media de pb en función de su posición. 
Los datos brutos de la secuenciación suponen un número muy bajo de lecturas de baja calidad y un número elevado 
de lecturas de alta calidad. C. Análisis de la composición de bases. El porcentaje de bases nucleotídicas presente en 
el genoma de Chlamydomonas coincide con el analizado en la secuenciación. D. Análisis de la distribución teórica y 
real del contenido G+C. La distribución teórica del contenido G+C (azul) coincide con la existente en el genoma de 
Chlamydomonas (rojo). E. Longitud de las lecturas. Las lecturas obtenidas presentaban una longitud de 50 pb. 
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4.1.2 Procesamiento de los datos brutos y estadísticos globales 
Tras la comprobación de los parámetros de calidad, se realizó el procesamiento masivo de los 
datos transcriptómicos de ambas especies según el flujo de trabajo mostrado en la Figura 45 
(ver apartado 5.4 de Materiales y Métodos). 
 
 
Antes de continuar con la generación de los estadísticos globales, fue necesario 
comprobar que el número mínimo de lecturas necesario para cubrir por completo el genoma 
de Chlamydomonas (120 Mb) o de Arabidopsis (157 Mb) y el porcentaje de alineamiento que 
mostraban con el genoma de referencia eran adecuados. Tal y como se observa en la Tabla 7, 
todas las réplicas analizadas estaban dentro del rango de lecturas establecido por Ilummina 
(40 y 50 x 106 lecturas para las muestras de Chlamydomonas y de Arabidopsis, 
respectivamente) y mostraban más de un 85% de alineamiento con el genoma de referencia. 
Finalmente, se realizó un análisis global de la expresión génica en los distintos 
genotipos. Al presentar todas las muestras de cada organismo una expresión similar, se 
determinó que el conjunto de las condiciones establecidas eran comparables. La expresión 
génica se determinó como FPKM (fragmentos por kb de exón por 106 lecturas mapeadas) 
(Figura 46).  
 
 
Figura 45. Flujo de trabajo para el 
procesamiento de los datos obtenidos 
mediante RNAseq. Representación 
simplificada de los principales pasos 
seguidos para el análisis de los DEGs en 
Chlamydomonas y Arabidopsis. El genoma 
de referencia utilizado para cada una de 
las especies se obtuvo de la base de datos 
Phytozome v.9.0. Se utilizó la versión 236 
para Chlamydomonas y la versión 167 
para Arabidopsis. El análisis de la 
expresión de los genes medido en FPKM 
se obtuvo alineando las secuencias cortas 
al genoma de referencia usando las 
herramientas Bowtie y Tophat. 
Seguidamente, se realizó el ensamblado 
de los transcritos y se generó el 
transcriptoma completo usando 
Cuffmerge y Cuffdiff. Finalmente, se utilizó 
el paquete CummeRbund de bioconductor 
para el análisis de la expresión génica 
diferencial y construcción de gráficas. 
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Tabla 7. Número de lecturas y porcentaje de alineamiento con el genoma de referencia 
 Chlamydomonas 
Muestra Condición 
Número de 
lecturas 
Porcentaje de 
alineamiento 
CW15 réplica 1 
LD ZT4 
39,34 x 10
6 
93,7% 
CW15 réplica 2 39,32 x 10
6
 95,0% 
CrDOFin réplica 1 39,41 x 10
6
 93,5% 
CrDOFin réplica 2 45,12 x 10
6
 93,4% 
CW15 réplica 1 
SD ZT4 
39,53 x 10
6
 87,8% 
CW15 réplica 2 41,33 x 10
6
 86,3% 
CrDOFin réplica 1 57,71 x 10
6
 94,1% 
CrDOFin réplica 2 52,94 10
6
 94,0% 
 Arabidopsis 
Col-0 réplica 1 
LD ZT16 
61,20 x 10
6 
98,7% 
98,6% 
98,6% 
98,6% 
Col-0 réplica 2 65,14 x 10
6
 
35S:CrDOF réplica 1 51,18 x 10
6
 
35S:CrDOF réplica 2 51,18 x 10
6
 
 
 
 
 
4.1.3 Análisis de la expresión génica diferencial en Chlamydomonas 
El análisis de los DEGs se realizó siguiendo un criterio de selección de genes que combina el 
factor de proporción con la inferencia estadística (pValor). A pesar de que el bajo número de 
muestras no requiere la utilización del pValor, su uso fue necesario para restringir el elevado 
número de DEGs obtenidos. Para ello se consideraron DEGs aquellos genes que presentaban 
un factor de proporción de más del doble (inducidos) o menos de la mitad (reprimidos) y que a 
su vez tuvieran un pValor < 0,05. En la Figura 47A se representa mediante gráficos de 
dispersión los genes seleccionados según este criterio en dos condiciones determinadas. Según 
Figura 46. Estadísticos 
globales. Representación 
de la expresión génica 
medida en FPKM: CW15 
y el sobreexpresor 
CrDOFin en DL y DC a ZT4 
en Chlamydomonas así 
como de Col-0 y el 
transgénico 35S:CrDOF 
en DL a ZT16 en 
Arabidopsis. 
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este análisis, se pudo determinar que la sobreexpresión de CrDOF a ZT4 alteraba 
drásticamente el transcriptoma de Chlamydomonas, modificando su comportamiento natural 
tanto en DL como en DC (Figura 47A centro y derecha) en comparación con la línea silvestre 
(Figura 47A izquierda). 
El análisis de los genes inducidos o reprimidos por CrDOFin en Chlamydomonas en 
comparación con su silvestre mostró que la sobreexpresión de CrDOF provoca la inducción 
diferencial de 1407 genes en DC frente a 1259 en DL. Por el contrario, reprimía a 1637 genes 
en DL frente a 997 en DC (Figura 47C). Estos resultados indican que CrDOF actúa 
principalmente como un inductor transcripcional en DC y como un represor en DL, tal y como 
se observó en el análisis de expresión de los genes CrCYCA1 y CrCDKB1 implicados en el ciclo 
celular (Figura 35; Figura 36). 
 
 
Figura 47. Análisis de la expresión génica diferencial. A. Representación del Log2 de la expresión génica diferencial 
y comparativa en FPKM mediante gráficos de dispersión en dos condiciones diferentes. B. Representación mediante 
diagramas de Venn de los DEGs inducidos y reprimidos como consecuencia de la sobreexpresión de CrDOF en DL y 
DC en comparación con CW15. 
 
 
Enriquecimiento funcional por términos de ontología génica en Chlamydomonas 
Con el fin de determinar los procesos biológicos afectados como consecuencia de la 
sobreexpresión de CrDOF en diferentes fotoperiodos, se realizó un enriquecimiento funcional 
de los DEGs únicamente activados e inhibidos en DL y DC mediante ontología génica o GO (del 
inglés Gene Ontology) (The Gene Ontology Consortium, 2000) utilizando AgriGO. A pesar de 
que en Chlamydomonas la información de términos GO no está aún disponible, se estableció 
un término GO según su grado de ortología con genes de Arabidopsis. La lista completa de los 
DEGs y los procesos biológicos afectados por la sobreexpresión de CrDOF se puede visualizar 
A 
B 
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en la página web http://viridiplantae.ibvf.csic.es/chlamy/transcriptomica_crdof/. Para una 
mejor visualización y análisis del enriquecimiento funcional se utilizó la herramienta web 
ReviGO (Reduce + Visualize Gene Ontology) que permite la agrupación de los términos GO 
redundantes en características funcionales más generales y representativas. En el anexo 3, 
cada término GO se representa en forma de un cluster simple. Los clusters del mismo color se 
corresponden con términos GO relacionados entre sí y se agrupan en un supercluster. El área 
de los clusters y supercluster es proporcional a su pValor. 
Los DEGS inducidos exclusivamente en DL estaban implicados principalmente en 
procesos metabólicos. El 37% del área global del gráfico lo ocupaba un supercluster formado 
por genes implicados en la regulación del metabolismo del isopentenil disfosfato (IPP). El 
metabolismo del fósforo, de la clorofila, la biogénesis de ribosomas y el catabolismo de la 
glucosa fueron otros de los procesos más afectados en DL con un 12, 9, 9 y 6% del área global, 
respectivamente. Además, a pesar de ocupar un pequeño área (1%), cabría destacar procesos 
esenciales como la fotosíntesis, generación de precursores de metabolitos y energía, 
reacciones fotosintéticas dependientes de luz y metabolismo primario que se encuentran 
conectados entre sí, con el metabolismo de la clorofila y con la síntesis de pigmentos presente 
dentro del supercluster del metabolismo del IPP (Figura 48; Anexo 3). 
Los DEGs reprimidos exclusivamente en DL, se agruparon en 2 principales 
superclusters. Juntos ocupaban el 71% del área total y se relacionaban con procesos celulares 
como la replicación del DNA (39%) y el ciclo celular (32%). Dentro de este último se pueden 
destacar genes como CrCYCA1 y CrCDKB1. El resto de clusters presentaba el 29% restante y 
estaban involucrados en una gran variedad de procesos biológicos (Figura 48; Anexo 3).  
Los DEGS inducidos exclusivamente en DC representaban un número elevado de 
procesos biológicos. De entre todos ellos, podría destacarse tres principales grupos que juntos 
ocupaban el 55% del área global. El mayor de ellos (23%) se relaciona con genes implicados en 
el control de rutas metabólicas implicadas con la síntesis de compuestos que contienen 
purinas. El siguiente grupo (21%) representa genes implicados en el metabolismo lipídico. 
Finalmente, genes implicados en la biosíntesis de componentes celulares como los ribosomas, 
complejos de ribonucleoproteínas y peroxisoma ocupan el 11% del área. El resto de las 
agrupaciones génicas representan menos del 10% del área total y está implicadas en diversos 
procesos metabólicos y celulares (Figura 48; Anexo 3). 
En cuanto a los DEGs reprimidos exclusivamente en DC, el supercluster más 
significativo (37%) lo conformaban genes implicados en la regulación postraduccional de 
proteínas. Otro importante supercluster (17%) estaba formado por genes implicados en el 
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transporte de iones transmembrana. El resto de genes se agrupan en clusters que ocupaban 
menos del 10% del área total del gráfico. Entre ellos se pueden destacar aquellos que engloban 
procesos implicados en la regulación metabólica, metabolismo de pigmentos y metabolismo 
del fósforo (Figura 48; Anexo 3). 
 
 
 
 
Figura 48. Análisis por enriquecimiento funcional en términos GO en Chlamydomonas. Agrupaciones en 
supercluster de los términos GO similares y redundantes de DEGs en diferentes fotoperiodos. El área de cada 
supercluster es proporcional a su nivel de significancia. * El nombre asignado por el programa fue “deubiquitinación 
de proteínas”, sin embargo, los clusters que lo conformaban incluían otras modificaciones postraduccionales, 
cambiándose el nombre a uno más genérico (Modificación postraduccional de proteínas). 
 
4.1.4 Análisis de la expresión génica diferencial en Arabidopsis 
El análisis de los DEGs se realizó siguiendo un criterio de selección de genes en función del 
factor de proporción. Para ello se consideraron DEGs aquellos genes que presentaban un 
factor de proporción de los niveles de expresión mayor a 1,5 veces (inducidos) o inferior a -1,5 
veces (reprimidos).  
En el gráfico de dispersión de los niveles de expresión en plantas sobreexpresoras 
35S:CrDOF y Col-0, se pudo observar que la sobreexpresión del  gen heterólogo en DL a ZT16 
no producía un gran cambio en el transcriptoma de Arabidopsis (Figura 49). Se pudo 
determinar que existían un total de 915 DEGs (460 genes inducidos y 455 genes reprimidos) 
que corresponde a un 4,8% del genoma.  
Genes inducidos exclusivamente en DC Genes reprimidos exclusivamente en DC 
Genes inducidos exclusivamente en DL Genes reprimidos exclusivamente en DL 
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Enriquecimiento funcional por términos de ontología génica  
Con el fin de determinar los procesos celulares afectados como consecuencia de la 
expresión heteróloga de CrDOF en Arabidopsis, se seleccionaron los DEGs (listados en la página 
web http://viridiplantae.ibvf.csic.es/chlamy/transcriptomica_crdof/) y se realizó un 
enriquecimiento funcional en términos de GO de los genes inducidos y reprimidos en DL. 
Utilizando la herramienta ReviGO se agruparon los términos GO con características funcionales 
similares. 
Los DEGs inducidos se agrupan principalmente en un supercluster que ocupa 
aproximadamente el 57% del área total. A pesar de que la terminología empleada por el 
programa fue “respuesta a calor”, los clusters que lo conformaban se relacionaban más con la 
respuesta a estímulos. Otro importante supercluster lo componen genes relacionados con el 
control de la respiración celular (13%), generación de precursores de metabolitos y energía 
(9%), localización lipídica (8%) y fotosíntesis (7%) (Figura 50; Anexo 4). Sorprendentemente, se 
encontró un pequeño cluster implicado en el desarrollo post-embrionario (1%) y el desarrollo 
floral (1%), representado por 11 genes: AGAMOUS LIKE 1 (AGL1), AGAMOUS LIKE 5 (AGL5), 
PHYTOCHROME INTERACTING FACTOR 4 (PIF4), JAGGED-LIKE (JGL), MATERNAL EFFECT 
EMBRYO ARREST 39 (MEE39), GIGANTEA (GI), ETHYLENE RESPONSE DNA BINDING FACTOR 4 
(EDF4), BETA-XYLOSIDASE 1 (BXL1), TANDEM CCCH ZINC FINGER PROTEIN 6 (TZF6), 
PHYTOCHROME A SIGNAL TRANSDUCTION 3 (PAT3) y ARABIDOPSIS EARLY METHIONINE-
LABELLED 6 (ATEM6). Sin embargo, a excepción de GI y EDF4 que es un regulador negativo de 
la floración, ninguno participa de forma directa en las rutas actualmente descritas para el 
control del desarrollo floral (Anexo 4). 
 Los DEGs reprimidos presentan un supercluster  cuya área se corresponde con el 59% 
del total, implicado principalmente en respuesta a estrés. A pesar de ello, el nombre asignado 
por el programa fue “respuesta a otros organismos”. Otro importante supercluster que se 
corresponde con el 12% del área total, está formado por genes implicados en la regulación del 
desarrollo postembrionario. Dentro de este supercluster, tal y como era de esperar, se 
agrupaban genes esenciales en el control de la floración como son los integradores florales FT, 
Figura 49. Análisis de la 
expresión génica diferencial. 
Representación de la 
expresión génica diferencial 
comparativa entre Col-0 y 
35S:CrDOF mediante gráficos 
de dispersión. 
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TSF (homólogo a FT) y AGL4, así como CO entre otros. Además, los datos transcriptómicos 
muestran que la represión de FT y TSF es mayor a la de CO. De esta forma se obtiene 
nuevamente otra evidencia que indica que CrDOF reprime la expresión de FT con mayor 
eficacia que la de CO, tal y como muestran los resultados experimentales de expresión 
transitoria en Nicotiana (Figura 37), el análisis fenotípico (Figura 38; Tabla 6) y transcripcional 
(Figura 39) de plantas transgénicas de Arabidopsis. Por último, cabría destacar un pequeños 
supercluster que ocupa menos del 10% del área total, formado por genes implicados en la 
biosíntesis de aminoácidos (Figura 50; Anexo 4). 
 
 
Figura 50. Análisis por enriquecimiento funcional en términos de GO en Arabidopsis. Agrupación en supercluster 
de los términos GO similares y redundantes de DEGs en DL y DC. El área de cada supercluster es proporcional a su 
nivel de significancia. * Nombre genérico asignado manualmente para representar la función principal de los 
clusters que lo forman. 
 
4.2 Estudio genómico in silico de promotores de genes diana de CrDOF en 
Chlamydomonas 
Con el fin de determinar si la zona flanqueante del núcleo del sitio de unión de CrDOF sobre los 
promotores de sus genes diana proporciona cierta especificidad que explique la función dual 
de CrDOF, se realizó un análisis de los promotores de DEGs. Mediante el programa HOMER 
Motif Analysis se realizó un enriquecimiento de dominios de unión de TFs (DUTFs) 
significativamente representados en los promotores de los DEGs reprimidos exclusivamente en 
DL, así como los DEGs inducidos exclusivamente en DC. Dichos DUTFs se alinearon con DUTFs 
ya conocidos (ver apartado 10 de Materiales y Métodos). 
En DL, se encontraba enriquecido de forma significativa, un dominio similar al dominio 
AAAG del DOF2 de Zea mays (Figura 51).  
 
Genes inducidos  Genes reprimidos 
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Figura 51. Dominio de unión de TFs enriquecido en genes reprimidos de forma diferencial en DL. Arriba se 
muestra un dominio de unión de TFs similar al dominio de unión de ZmDOF2 (AAAG) (abajo) que aparece 
enriquecido en genes reprimidos de forma diferencial exclusivamente en DL. 
 
La agrupación por ontología de los genes que presentaban dicho dominio mostraba un 
enriquecimiento funcional en superclusters relacionados con replicación y ciclo celular. Juntos 
ocupaban más del 80% del área total (Figura 52; Anexo 5). Estos resultados demuestran que la 
gran mayoría de los genes reprimidos, posiblemente por unión directa de CrDOF a su promotor 
en DL, presentan un importante papel regulador sobre el crecimiento y división en 
Chlamydomonas. La lista de DEGs en DL con el dominio AAAG enriquecido se puede consultar 
en http://viridiplantae.ibvf.csic.es/chlamy/transcriptomica_crdof/. 
 
 
Figura 52. Análisis por enriquecimiento funcional en términos GO. Agrupación en supercluster de los términos GO 
de DEGs exclusivamente en DL y que además presentan su promotor enriquecido en un dominio similar al dominio 
DOF de ZmDOF2 (AAAG). El área de cada supercluster es proporcional a su nivel de significancia. 
 
En DC, por el contrario, no se encontró ningún DUTFs enriquecido de forma 
significativa similar al sitio de unión de los DOFs en los promotores de los DEGs activados 
exclusivamente en este fotoperiodo. Estos resultados sugieren que el efecto de CrDOF sobre la 
regulación transcripcional global en DC podría tener lugar de forma indirecta. 
 
4.3 Efecto metabolómico de la sobreexpresión de CrDOF en Chlamydomonas 
Para esclarecer el efecto de la sobreexpresión de CrDOF dependiente de fotoperiodo sobre el 
metabolismo se realizó un estudio comparativo de los mapas metabólicos de los DEGs 
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exclusivamente en DL y en DC (Anexo 6; Anexo 7). Para ello se utilizó la herramienta de mapas 
metabólicos presentes en la web ChlamyCyc (ver apartado 11 de Materiales y Métodos).  
 
4.3.1 Análisis de las rutas metabólicas afectadas en DL 
En algas CrDOFin aclimatadas a DL se afectaba la transcripción de múltiples genes implicados 
en procesos esenciales que tienen como finalidad realizar la fotosíntesis, como son la síntesis 
de pigmentos, la cadena transportadora de electrones tilacoidal o el ciclo de Calvin-Benson-
Bassham. 
Los pigmentos son los elementos encargados de la absorción de luz en organismos 
fotosintéticos. En las algas transgénicas CrDOFin se encontraron genes activados de forma 
diferencial cuyas enzimas estaban implicadas en la síntesis de porfirina e intermediarios de la 
clorofila como la magnesio quelatasa y la magnesio protoporfirina IX monometil éster (CTH1). 
También estaban regulados genes que codificaban enzimas que participan en la síntesis de 
pigmentos accesorios como los carotenoides: el licopeno, por acción de las enzimas fitoeno 
desaturasa 1 (PSD1), caroteno isomerasa, así como la luteína, por acción de la carotenoide 
hidroxilasa o riboflavinas por acción de la enzima 6,7-dimetil-8-ribitilumazina sintasa (Tabla 8; 
Figura 53; Anexo 8).  
La energía lumínica captada por los pigmentos se transmite a través de la cadena 
transportadora de electrones. Los DEGs activados cuyas proteínas estan involucradas en este 
proceso fueron la NADPH deshidrogenasa y la plastoquinol plastocianina reductasa (Tabla 8; 
Figura 53; Anexo 8). Los protones generados en la cadena transportadora de electrones, se 
mueven desde el lumen tilacoidal hacia el estroma a través del complejo denominado F0F1 ATP 
sintasa, el cual acopla el movimiento de protones con la síntesis de ATP a partir de ADP y 
fósforo inorgánico (Pi). Sin embargo, este proceso estaba reprimido en las algas transgénicas. 
Finalmente, el NADPH generado en los pasos anteriores junto con ATP celular se utiliza 
para la fijación de CO2 en el estroma del cloroplasto mediante el ciclo de Calvin-Benson-
Bassham. Las enzimas codificadas por los genes inducidos de forma diferencial de este proceso 
fueron la rubisco activasa (RCA1), necesaria para una fotosíntesis óptima en atmósferas con 
baja concentración de CO2 (Keown et al., 2013), fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1) (implicada en 
la fase de reducción), la transcetolasa 1 (TRK1), ribulosa fosfato 3 epimerasa 1 (RPE1), ribosa 5 
fosfato isomerasa 1 (RPI1) y la fosforribuloquinasa 1 (PRK1) (implicada en la fase de 
regeneración de la Rubisco) (Tabla 8; Figura 53; Anexo 8).  
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El 3 fosfoglicerato generado en el Ciclo de Calvin es un intermediario de procesos 
metabólicos primarios como la síntesis de glucosa (gluconeogénesis) y almidón, aunque dichos 
procesos no se vieron alterados en estas condiciones. Sin embargo, como consecuencia de que 
algunas de las enzimas implicadas en el ciclo de Calvin como, la TRK1, la RPE1 y la RPI1 pueden 
actuar de forma reversible, estás podrían estar a su vez involucradas en la síntesis de glúcidos 
mediante la fase no oxidativa de las pentosas fosfato (Tabla 8; Figura 53; Anexo 8). 
 
Tabla 8. Rutas metabólicas, enzimas alteradas y número de acceso de los genes expresados de forma diferencial 
en DL 
Ruta metabólica Enzima 
Número de acceso 
génico 
Síntesis de 
pigmentos 
Magnesio quelatasa Cre07.g325500; g11858 
Magnesio protoporfirina IX monometil éster (CTH1) Cre12.g510050 
Fitoeno desaturasa (PDS1) Cre12.g509650 
Caroteno isomerasa g18122 
Carotenoide hidroxilasa g2761; g16758; g8737 
6,7-dimetil-8-ribityilumazina sintasa Cre02.g088850 
Cadena 
transportadora de 
electrones 
NADPH deshidrogenasa Cre10.g456100 
Plastoquinol plastocianina reductasa g11619 
Ciclo de Calvin 
y 
Fase no oxidativa de 
las pentosas 
fosfato* 
 
Rubisco activasa (RCA1) Cre04.g229300 
Fosfoglicerato quinasa 1 (PGK1) g11700 
Transcetolasa 1 (TRK1)* Cre02.g080200 
Ribulosa fosfato 3 epimerasa 1 (RPE1)* Cre12.g511900 
Ribosa 5 fosfato isomerasa 1 (RPI1)* Cre03.g187450 
Fosforribuloquinasa 1 (PRK1) Cre12.g554800 
* Enzima que también participa en la fase no oxidativa de las pentosas fosfato 
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Figura 53. Representación esquemática de los principales procesos metabólicos activados en DL. En verde se 
representan las enzimas cuyos genes se vieron inducidos de forma significativa en algas transgénicas CrDOFin. 
Enzimas implicadas en la cadena transportadora de electrones: NADPH deshidrogenasa (NADPH DH) y plastoquinol 
plastocianina reductasa(PPR). Enzimas implicadas en el Ciclo de Calvin y la Fase no oxidativa de las pentosas fosfato: 
fosfoglicerato quinasa (PGK); transcetolasa (TRK); Ribulosa fosfato 3 epimerasa (RPE); Ribosa 5 fosfato isomerasa 
(RPI); Fosforribuloquinasa (PRK). En negro se representan enzimas cuyos genes no se vieron afectados:quinona (Q); 
plastoquinol (QH2); Plastocianina (PC); Ferredoxina reducida (Fdred). LHC I y II: centro de captación de luz I y II. CR I y 
II: centro de reacción I y II. PS I y PS II: fotosistema I y II. 
 
4.3.2 Análisis de las rutas metabólicas afectadas en DC 
En DC, la sobreexpresión de CrDOF provocaba un claro efecto en el metabolismo del carbono y 
la homeostasis del carbono:nitrógeno. En las algas sobreexpresoras se activaban de forma 
significativa los genes que expresan a las enzimas acetil CoA sintasa 3 (ACS3) y piruvato sintasa, 
implicadas en la síntesis de Acetil CoA. El Acetil CoA forma parte tanto de rutas anabólicas 
como la gluconeogénesis, síntesis de ácidos grasos y síntesis de aminoácidos como de rutas 
catabólicas como el ciclo de Krebs, ciclo de los ácidos tricarboxílicos o TCA (del inglés 
Tricarboxylic Acid Cycle ) y β-oxidación de los ácidos grasos (Lodish y Darnel, 2005). De todas 
ellas, la sobreexpresión de CrDOF afectaba preferentemente a las rutas catabólicas (Tabla 9; 
Figura 54; Anexo 9).  
El ciclo de krebs forma parte de la respiración aeróbica, liberando CO2 y energía en 
forma de poder reductor gracias a la oxidación de azúcares, ácidos grasos y aminoácidos. De 
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todas las enzimas implicadas en esta ruta, se encontraban diferencialmente inducidos los 
genes que codifican para las enzimas citrato sintasa 2 (CIS2), isocitrato deshidrogenasa 2 y 3 
(IDH2 e IDH3), succinato tioquinasa y malato deshidrogenasa 1 (MDH1) (Tabla 9; Figura 54; 
Anexo 9).  
La β-oxidación es un proceso que tiene lugar, principalmente, en el peroxisoma de las 
células vegetales mediante el cual se produce la degradación de los ácidos grasos con la 
consiguiente producción de Acetil CoA. Todas los genes que codifican para las enzimas 
implicadas en este proceso (Acil CoA oxidasa, Enoil CoA hidratasa, 3 hidroxiacil CoA 
dehidrogenasa y Acetil CoAC aciltransferasa 1 (ATO1)) se encontraban inducidos de forma 
diferencial en DC (Tabla 9; Figura 54; Anexo 9).  
El Acetil CoA generado en el citosol, también puede ser utilizado en el ciclo del 
glioxilato, una variante del ciclo de krebs que se produce en el peroxisoma de las células. Las 
enzimas isocitrato liasa 1 (ICL1) y malato sintasa 1 (MAS1) son específicas de esta ruta, estando 
los genes que las codifican inducidos de forma diferencial en las algas transgénicas (Tabla 9; 
Figura 54; Anexo 9).  
El poder reductor generado en la β-oxidación y en el ciclo Krebs, así como los azúcares 
producidos en el ciclo del glioxilato (entre otros procesos), pueden ser utilizados por la célula 
para suministrar poder reductor a la cadena transportadora de electrones mitocondrial. En 
plantas y algas dicha cadena se bifurca en dos, encontrando la vía clásica de la citocromo 
oxidasa, presente también en animales, y la ruta de la oxidasa alternativa (AOX) exclusiva del 
linaje verde. Las algas sobreexpresoras CrDOFin presentaban inducida ésta última ruta, la cual 
a diferencia de la vía clásica, no está acoplada a la generación de ATP. La expresión de los 
genes de las enzimas que participan en esta ruta se vieron inducidos (Oxidasa alternativa 1 
(AOX1) y succinato tioquinasa) (Tabla 9; Figura 54; Anexo 9). 
La fermentación alcohólica del piruvato supone otra ruta catabólica importante. Los 
genes que codifican para las enzimas piruvato descarboxilasa 3 (PCD3) y formaldehído 
deshidrogenasa1 (FDH1) estaban inducidos de forma diferencial en este estudio (Tabla 9; 
Figura 54; Anexo 9). 
Por otro lado, aumentó la expresión de genes cuyas enzimas estaban implicadas en el 
transporte y almacenamiento de nitrógeno en forma de aminoácidos como el aspartato, la 
metionina y la asparragina debido a la sobreexpresión de glutamato sintasa dependiente de 
NADH 1 (GSN1), aspartato aminotransferasa 1 (AST1) y la asparragina sintasa 1 (ASN1) (Tabla 9; 
Figura 54; Anexo 9). 
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Finalmente, otra ruta que se vio claramente inducida fue la síntesis de jasmonato (JA) 
(Tabla 9; Figura 54; Anexo 9) incluyendo genes que sintetizan para las enzimas lipoxigenasa, 12 
oxofitodienoato reductasa y 2 enzimas que también participan en la β-oxidación de los ácidos 
grasos: Acetil CoA oxidasa y enoil CoA hidratasa.  
 
Tabla 9. Rutas metabólicas, enzimas alteradas y número de acceso de los genes expresados de forma diferencial 
en DC 
Ruta metabólica Enzima 
Número de acceso 
génico 
Síntesis de Acetil CoA 
 Acetyl CoA sintasa 3 (ACS3) Cre07.g353450 
Piruvato sintasa g1910 
Ciclo de krebs 
Citrato sintasa 2 (CIS2) Cre03.g149100 
Isocitrato deshidrogenasa 2 (IDH2) Cre02.g143250 
Isocitrato deshidrogenasa 3 (IDH3) Cre04.g214500 
Succinato tioquinasa* g14920 
Malato deshidrogenasa 1 (MDH1) Cre03.g194850 
β-oxidación de los ácidos grasos 
Acil CoA oxidasa** 
Cre11.g467350, 
Cre16.g687350, 
g5140 
Enoil CoA hidratasa** 
Cre16.g695050 
3 hidroxiacil CoA dehidrogenasa 
Acetil CoAC aciltransferasa 1 (ATO1) Cre17.g723650 
Ciclo del glioxilato 
Isocitrato liasa 1 (ICL1) Cre06.g282800 
Malato sintasa 1 (MAS1) g2904 
Cadena de transporte de 
electrones. Ruta de la oxidasa 
alternativa 
Oxidasa alternativa 1 (AOX1) Cre09.g395950 
Fermentación alcohólica 
Piruvato descarboxilasa 3 (PCD3) Cre03.g165700 
Formaldehído deshidrogenasa 1 (FDH1) Cre12.g543400 
Transporte y almacenamiento de 
Nitrógeno 
Glutamato sintasa dependiente de NADH 1 
(GSN1) 
Cre13.g592200 
Aspartato aminotransferasa 1 (AST1)  g9594 
Asparragina sintasa 1 (ASN1) Cre01.g004300 
Síntesis de Jasmonato 
 
 Lipoxigenasa Cre12.g512300 
12 oxofitodienoato reductasa Cre17.g727300 
* Enzima que también participa en la ruta de la oxidasa alternativa 
** Enzimas que también participan en la síntesis de jasmonato 
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Figura 54. Representación esquemática de los principales procesos activados en DC. En verde se representan las 
enzimas cuyos genes se encuentra sobreexpresados de forma significativa en algas transgénicas CrDOFin. Enzimas 
inducidas: Acetyl CoA sintasa 3 (ACS3), Piruvato sintasa (PS), Citrato sintasa (CIS2), Isocitrato deshidrogenasa (IDH), 
succinato tioquinasa (STK), malato deshidrogenasa (MDH1), Acil CoA oxidasa (2), Enoil CoA hidratasa (3), 3 
hidroxiacil CoA dehidrogenasa (4), Acetil CoAC aciltransferasa (ATO1) (5), Isocitrato liasa (ICL1), Malato sintasa 
(MAS1), Piruvato descarboxilasa 3 (PCD3), formaldehído deshidrogenasa (FDH1), Glutamato sintasa dependiente de 
NADH (GSN1), Aspartato aminotransferasa 1 (AST1), Asparragina sintasa (ASN1). En negro se representan enzimas 
no expresadas diferencialmente en ninguna condición: Glutamina sintetasa (GLN1) y la cadena larga del ácido graso 
CoA (1). 
 
 En definitiva, la conjunción de todos los resultados obtenidos en este bloque parece 
indicar que CrDOF es capaz de inducir la expresión de genes implicados en diferentes procesos 
en función del fotoperiodo que conllevan ambos, a la obtención de energía. En DL, aprovecha 
los recursos lumínicos para obtener energía a partir de procesos fotosintéticos principalmente. 
Por el contrario, en DC como consecuencia de las condiciones limitantes de luz, se favorece la 
obtención de energía a partir de precursores independientes de la fotosíntesis, como son los 
aminoácidos, el piruvato, los lípidos y los ácidos orgánicos.  
  
 
Este capítulo se ha realizado con la colaboración del Doctor Francisco J. Romero-Campero del Departamento de 
Ciencia Computacional e Inteligencia Artificial de la Universidad de Sevilla. El Dr. Romero ha elaborado y 
seleccionado el flujo de trabajo, los scripts y ha servido de apoyo técnico en las herramientas bioinformáticas. El 
análisis de los datos, la elaboración de los gráficos y la significancia biológica de los mismos ha sido llevado a 
cabo por la doctoranda. 
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ANEXO 1 
Familia de proteínas DOF de Arabidopsis thaliana, Chlamydomonas reinhardtii, Micromonas 
pusilla, Oryza sativa, Ostreococcus tauri, Physcomitrella patens, Populus trichocarpa, Volvox 
carteri y Zea mays utilizadas en el árbol filogenético de este estudio. 
 
Especie Nombre Número de 
acceso 
P. trichocarpa 
PtDOF5 POPTR_0010s21240 
PtDOF6 POPTR_0017s12080 
PtDOF8 POPTR_0009s03490 
PtDOF13 POPTR_0004s12120 
PtDOF14 POPTR_0004s05580 
PtDOF15 POPTR_0004s04590 
PtDOF16 POPTR_0013s06290 
PtDOF17 POPTR_0003s02890 
PtDOF18 POPTR_0003s14450 
PtDOF20 POPTR_0011s07400 
PtDOF21 POPTR_0011s05410 
PtDOF27 POPTR_0007s11790 
PtDOF32 POPTR_0015s01160 
PtDOF33 POPTR_0015s08810 
PtDOF37 POPTR_0002s17490 
PtDOF38 POPTR_0019s05720 
PtDOF42 POPTR_0005s13990 
PtDOF44 POPTR_0014s09640 
PtDOF48 POPTR_0014s03590 
PtDOF51 POPTR_0008s08740 
PtDOF52 POPTR_0001s24540 
PtDOF57 POPTR_0001s11130 
PtDOF59 POPTR_0012s08280 
PtDOF60 POPTR_0012s02570 
PtDOF61 POPTR_0012s12670 
V. carteri VcDOF Vc20003744 
Z. mays 
ZmDOF3 GRMZM2G146283 
ZmDOF8 GRMZM2G463525 
ZmDOF9 AC155434.2_FG006 
ZmDOF17 GRMZM2G114998 
ZmDOF21 GRMZM2G162749 
ZmDOF23 GRMZM2G010290 
ZmDOF27 GRMZM2G017470 
ZmDOF28 GRMZM2G093725 
ZmDOF29 GRMZM2G140694 
ZmDOF36 GRMZM2G137502 
ZmDOF40 GRMZM2G138455 
ZmDOF43 GRMZM2G589696 
ZmDOF44 AC233935.1_FG005 
 
 
 
Especie Nombre Número de 
acceso 
A. thaliana 
AtCOG1 At1g29160 
AtDAG1 At3g61850 
AtDAG2 At2g46590 
AtDOF1.3 At1g26790 
AtDOF1.8 At1g64620 
AtDOF3.2 At3g45610 
AtDOF4.1 At4g00940 
AtDOF4.6 At4g24060 
AtDOF5.6 At5g62940 
AtOBP3 At3g55370 
AtTMO6 At5g60200 
CDF1 At5g62430 
CDF2 At5g39660 
CDF3 At3g47500 
CDF4 At2g34140 
CDF5 At1g69570 
C. reinhardtii CrDOF Cre12.g521150 
M. pusilla MpDOF MpEEH5513 
O. sativa 
OsDOF2 Os01g15900 
OsDOF4 Os01g17000 
OsDOF9 Os02g45200 
OsDOF12 Os03g07360 
OsDOF14 Os03g16850 
OsDOF16 Os03g60630 
OsDOF18 Os04g47990 
OsDOF21 Os07g13260 
OsDOF23 Os07g48570 
OsDOF26 Os10g26620 
O. tauri OtDOF Ot04g03010 
P. patens 
PpDOF1 Pp1s69_113V6 
PpDOF2 Pp1s341_43V6 
PpDOF3 Pp1s170_42V6 
PpDOF4 Pp1s124_139V6 
PpDOF5 Pp1s26_282V6 
PpDOF6 Pp1s149_180V6 
PpDOF7 Pp1s68_214V6 
PpDOF8 Pp1s169_171V6 
PpDOF9 Pp1s177_76V6 
PpDOF10 Pp1s1_286V6 
PpDOF11 Pp1s118_226V6 
PpDOF12 Pp1s12_364V6 
PpDOF13 Pp1s199_87V6 
PpDOF14 Pp1s351_46V6 
PpDOF15 Pp1s385_53V6 
PpDOF16 Pp1s392_2V6 
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ANEXO 2 
Lista de proteínas obtenida tras el análisis proteómico mediante triple cuadrupolo/TOF (6600 
ABSciex). Se muestra el número de acceso génico según la base de datos Phytozome y la 
descripción de cada una de ellos. En amarillo se subrayan las proteínas con carácter regulador 
seleccionadas. 
 
 
Gen Descrición Descripción PFAM
Cre01.g026450 Serine/arginine-rich pre-mRNA splicing factor RNA recognition motif. (a.k.a. RRM, RBD, or RNP domain)
Cre01.g032300 G-strand telomere binding protein RNA recognition motif. (a.k.a. RRM, RBD, or RNP domain)
Cre01.g038400 Calreticulin 2, calcium-binding protein Calreticulin family
Cre01.g044800 Pyruvate-formate lyase Pyruvate formate lyase
Cre02.g073550 Nucleosome assembly protein (NAP)
Cre02.g080200 Transketolase Transketolase, thiamine diphosphate binding domain
Cre02.g080650 Endoplasmic reticulum associated heat shock protein 90BHsp90 protein
Cre02.g088200 Protein disulfide isomerase 1 Thioredoxin
Cre02.g088850 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase
Cre02.g113200 Glutamine synthetase Glutamine synthetase, catalytic domain
Cre02.g114600 2-cys peroxiredoxin C-terminal domain of 1-Cys peroxiredoxin
Cre02.g120100 Ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase/oxygenase small subunit 1, chloroplast precursorRibulose bisphosphate ca boxylase, small chain
Cre03.g180750 Cobalamin-independent methionine synthase Cobalamin-independent synthase, N-terminal domain
Cre03.g185550 Sedoheptulose-1,7-bisphosphatase Fructose-1-6-bisphosphatase
Cre03.g189950 HSP70-HSP90 organizing protein Tetratricopeptide repeat
Cre03.g190950 Alpha tubulin 1 Tubulin/FtsZ family, GTPase domain
Cre03.g204250 S-Adenosyl homocysteine hydrolase S-adenosyl-L-homocysteine hydrolase
Cre04.g214150 Thiazole biosynthetic enzyme; THI4 regulatory protein Thi4 family
Cre04.g223100 Carbonic anhydrase Eukaryotic-type carbonic anhydrase
Cre05.g234550 Fructose-1,6-bisphosphate aldolase Fructose-bisphosphate aldolase class-I
Cre06.g250100 Heat shock protein 70B Hsp70 protein
Cre06.g251500 Spermine synthase Spermine/spermidine synthase
Cre06.g257500 14-3-3 protein 14-3-3 protein
Cre06.g257601 2-cys peroxiredoxin, chloroplastic C-terminal domain of 1-Cys peroxiredoxin
Cre06.g258700 Pyruvate carboxylase Carbamoyl-phosphate synthase L chain, N-terminal domain
Cre06.g269650 SAP domain
Cre06.g272900 Flavin containing amine oxidoreductase
Cre06.g282000 Soluble starch synthase III Carbohydrate binding domain (family 25)
Cre06.g307500 Low-CO2 inducible protein
Cre06.g308850 Translation initiation factor eIF3 subunit
Cre07.g341600 GrpE nucleotide release factor GrpE
Cre08.g360550 ERD4-related membrane protein Multicopper oxidase
Cre08.g366400 Ubiquitin family
Cre08.g372100 Heat shock protein 70A Hsp70 protein
Cre08.g380250 Small protein associating with GAPDH and PRK CP12 domain
Cre09.g393200 Heat shock protein 70C Hsp70 protein
Cre09.g407700 Cysteine endopeptidase Cathepsin propeptide inhibitor domain (I29)
Cre10.g447100 Mitochondrial glycoprotein
Cre10.g452800 Low-CO2-inducible protein
Cre11.g476750 Ferredoxin-NADP reductase Oxidoreductase NAD-binding domain
Cre12.g513200 Enolase Enolase, C-terminal TIM barrel domain
Cre12.g514850 Heat shock protein 90C Hsp90 protein
Cre12.g519200 Polyprotein of EF-Ts gene UBA/TS-N domain
Cre12.g524400 Villin headpiece domain
Cre12.g528000 CBS domain
Cre12.g554800 Phosphoribulokinase Phosphoribulokinase / Uridine kinase family
Cre12.g559250 14-3-3 protein 14-3-3 protein
Cre15.g635600 UBA/TS-N domain
Cre16.g668700
Cre16.g675650 Aldehyde dehydrogenase family
Cre16.g677000 Heat shock protein 70E Hsp70 protein
Cre17.g698000 Mitochondrial F1F0 ATP synthase, beta subunit ATP synthase alpha/beta family, nucleotide-binding domain
g12006
g1259 ACT domain
g13061 Glutamine synthetase, beta-Grasp domain
g1475 Hsp70 protein
g274 Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, NAD binding domain
g7102 chorismate binding enzyme
g8378 Chaperonin 20 Chaperonin 10 Kd subunit
g9600
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ANEXO 3 
Agrupación en clusters y superclusters de DEGs en Chlamydomonas en función del GO. El tamaño de los rectángulos es proporcional a su nivel de 
significancia. Análisis realizado con la herramienta ReviGO. 
Genes inducidos exclusivamente en DL 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Genes reprimidos exclusivamente en DL 
 
 
 
Genes inducidos exclusivamente en DC 
 
 
 
Genes reprimidos exclusivamente en DC 
 
ANEXO 4 
Agrupación en clusters y superclusters de DEGs en Arabidopsis en función del GO. El tamaño de los rectángulos es proporcional a su nivel de significancia. 
Análisis realizado con la herramienta ReviGO 
Genes inducidos  
 
  
Genes reprimidos 
 
ANEXO 5 
Agrupación de genes de Chlamydomona en clusters y superclusters que presentan el dominio de unión a TFs DOFs (AAAG) enriquecido en su promotor. 
Análisis realizado con la herramienta ReviGO, en función de los términos GO de cada gen. El tamaño de los rectángulos es proporcional a su nivel de 
significancia. 
 
 
ANEXO 6 
Representación esquemática del metaboloma de Chlamydomonas obtenido de la base de datos ChlamyCyc v2.0 (ver apartado 11 de Materiales y Métodos). 
Los puntos grises corresponden con los metabolitos y las líneas azules representan la reacción enzimática que los conecta, conformando en su conjunto las 
rutas metabólicas. Los cuadrados grises agrupan las rutas metabólicas relacionadas con un determinado proceso. 
 
 
 
ANEXO 7 
 
 
DC 
DL 
Mapa metabolómico de las 
algas CrDOFin#5 en DL y DC en 
comparación con su silvestre. 
Las enzimas cuyos genes 
estaban inducidos se marcan 
en tonos rojizos o anaranjados 
mientras que las inhibidas se 
marcan en colores azules y 
morados. Con flechas se 
representan alguno de los 
procesos alterados de forma 
diferencial en DL y DC.  
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ANEXO 8 
Análisis de los datos transcriptómicos de DEGs inducidos exclusivamente en DL en cultivos de 
Chlamydomonas de la línea silvestre CW15 y las algas transgénica CrDOFin#5. En el eje de 
ordenadas se representan los niveles de expresión en forma de FPKM (ver apartado 5.4 de 
Materiales y Métodos).  
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ANEXO 9 
Análisis de los datos transcriptómicos de DEGs inducidos exclusivamente en DC en cultivos de 
Chlamydomonas de la línea silvestre CW15 y las algas transgénica CrDOFin#5. En el eje de 
ordenadas se representan los niveles de expresión en forma de FPKM (ver apartado 5.4 de 
Materiales y Métodos). 
          
* Enzima que también participa en la respiración aerobia alternativa 
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** Enzimas que también participan en la síntesis de jasmonato 
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Algas y plantas conforman un grupo monofilético de organismos fotosintéticos con una gran 
importancia en el planeta (Leliaert et al., 2011). La capacidad de integrar señales tanto internas 
como ambientales les confiere la capacidad anticipatoria necesaria para la correcta realización 
de su ciclo de vida (Valverde, 2011). La luz es particularmente importante ya que constituye su 
principal fuente de energía y presenta una gran influencia sobre el desarrollo del organismo 
(Thomas, 2006). De esta forma, algas y plantas son capaces, mediante una intrincada red de 
señalización, de detectar la longitud del día o fotoperiodo. La floración, en plantas superiores, 
constituye uno de los procesos fotoperiódicos más importantes, ya que su éxito reproductivo 
depende de una regulación fina de esta transición. Dicha respuesta fotoperiódica es uno de los 
mecanismos más conservados entre los organismos eucariotas (Amasino, 2010). Sin embargo, 
como consecuencia de los procesos evolutivos de diversificación y duplicación génica, resulta 
difícil asignar funciones a genes concretos. Por ello, debido a la simplicidad génica que 
presentan las algas verdes, conforman un buen modelo de estudio para intentar esclarecer las 
funciones primigenias de los genes implicados en la ruta fotoperiódica.  
En este estudio se muestra que el genoma del alga verde unicelular, Chlamydomonas, 
contiene un factor de transcripción tipo DOF de copia única (CrDOF) el cual codifica para una 
proteína muy similar a los DOFs de plantas. En Chlamydomonas, CrDOF se regula mediante el 
reloj circadiano, y además, la abundancia de su mRNA y proteína están influenciados por la 
longitud del día. La alteración de los niveles normales de expresión de CrDOF afecta a los 
niveles de transcrito del homólogo de CONSTANS (CrCO) por unión directa a su promotor en 
DL y al crecimiento del alga. Experimentos de secuenciación masiva apoyan la idea de que 
CrDOF presenta una función dual, pudiendo actuar preferentemente como un activador en DC 
y un inhibidor en DL, tal y como se observó examinando de manera específica los perfiles de 
expresión de genes del ciclo celular. Estos experimentos han ayudado además a esclarecer la 
importancia que presenta CrDOF sobre el transcriptoma y el metaboloma del alga. 
Sorprendentemente, la expresión heteróloga de CrDOF en Arabidopsis retrasa la floración 
estabilizando y potenciando la acción de los CDFs sobre la inhibición de la expresión de CO y 
FT.  
 
1 CrDOF, origen de la familia DOF 
La evidencia evolutiva más temprana de la existencia de un factor de transcripción tipo DOF, es 
el gen de copia única presente en el genoma del alga verde Chlamydomonas reinhardtii 
(CrDOF) (Moreño-Risueno et al., 2007), que se considera el ancestro de la amplia familia de 
proteínas DOF presente en plantas. Dado que no se han identificado copias de genes DOF en 
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los genomas de algas no clorofíceas (algas rojas, diatomeas,…) es posible que la aparición de 
estos genes tuviera lugar después de la separación clorofita/rodofita o bien que hayan podido 
desaparecer en el resto de algas. Además, dado que existe una amplia familia DOF en especies 
evolutivamente tempranas como musgos (19 DOFs en Physcomitrella patens) o helechos (8 
DOFs en Selaginella moellendor), así como en plantas superiores (36 DOFs en Arabidopsis 
thaliana, 31 en Oryza sativa, 10 en Pinus pinaster y 61 en Populus trichocarpa, entre otros), los 
eventos de duplicación de CrDOF posiblemente tuvieran lugar en algún momento entre la 
separación de clorofitas y briofitas, así como entre la separación de briofitas y espermatofitas.  
Utilizando la secuencia aminoacídica de CrDOF se han identificado diferentes tipos de 
proteínas DOF en especies filogenéticamente relacionadas. En este estudio, los DOFs de 
plantas espermatofitas se dividen en dos amplios grupos (3a y 3b-3c) separados por los DOFs 
pertenecientes al musgo Physcomytrella (grupo 2) y a los DOFs de algas clorofitas (grupo 1). En 
el grupo 3b-3c se encuentran proteínas cuyos genes han sido caracterizados y tienen un papel 
importante en la señalización por fotoperiodo como son AtCOG1, CDF1-5 y OsDOF12 
(Imaizumi et al., 2005; Fornara et al., 2009; Li et al., 2009). Por el contrario, los genes 
caracterizados cuyas proteínas se localizan en el grupo 3a se relacionan con el control de 
procesos de desarrollo y diferenciación (Noguero et al., 2013). El grupo formado por los DOFs 
de algas verdes se encuentra filogenéticamente más relacionado con el grupo 3b-3c que con el 
grupo 3a. Esto sugiere que CrDOF podría tener una fuerte implicación en la regulación de la 
ruta fotoperiodica primitiva. Es más, en un análisis filogenético previo a la caracterización de 
los CDF2-5 y OsDOF12, se agruparon a estas proteínas con CDF1 y CrDOF y se discutió e 
hipotetizó que todo ese grupo estaba implicado en la regulación de procesos mediados por luz 
(Shigyo et al., 2007). No obstante, a pesar de esta estrecha relación filogenética y de los 
resultados obtenidos donde se demuestra que CrDOF está involucrado en el control 
fotoperiódico de la floración en Arabidopsis (Discutido en el apartado 3), se ha descrito que la 
expresión heteróloga de CrDOF es capaz de fenocopiar el papel funcional de AtDOF4.1 o 
INTERCELLULAR TRAFFICKING DOF 1 (IDT1) (Chen et al., 2013) presente en el grupo 3a. Por 
ello, además de estar implicado en la regulación de procesos mediados por luz en plantas, 
también puede estar involucrado en mecanismos de diferenciación. Esto podría indicar que la 
maquinaria reguladora de procesos biológicos diferentes reconoce como propio un gen 
ancestral, posiblemente porque se han mantenido conservados diferentes elementos 
reguladores o CREs (del inglés Conserved Regulatory Element) y/o dominios proteicos ya 
presentes en CrDOF. 
La estructura básica y primitiva de los DOFs de algas verdes, que ha permanecido en 
plantas vasculares, presenta un dominio DOF central altamente conservado y una SLN. Los 
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dominios de unión de GI y FKF1 (Kloosterman et al., 2013), exclusivos del grupo 3b y esenciales 
en el control de la ruta fotoperiódica de la floración, son un ejemplo de dominios adquiridos a 
lo largo de la evolución. También podrían destacarse los dominios activadores de algunos DOFs 
presentes por ejemplo en ZmDOF1, pero ausente en su homólogo ZmDOF2 (no mostrados en 
este estudio), los cuales exhiben una función antagonista en la regulación de diversas enzimas 
del metabolismo C4 (Yanagisawa, 2000). Estas observaciones enfatizan la posibilidad de que la 
adquisición de dominios reguladores y la diversificación de la familia DOF desde sus orígenes 
hayan jugado un papel importante en la plasticidad funcional y en el incremento de la 
multicelularidad.  
Los DOF son sólo una de las muchas familias de factores de transcripción que han 
incrementado en número de genes a lo largo de la evolución (Riaño-Pachón et al., 2008). Entre 
otros ejemplos implicados en la respuesta fotoperiódica, pueden destacarse las familias de 
factores de transcripción bHLHs (Pires y Dolan, 2010) y COLs (Serrano et al., 2009; Romero-
Campero et al., 2013). Resulta, por tanto razonable la hipótesis de que las plantas (u otros 
organismos evolutivamente más desarrollados) han evolucionado a través del reclutamiento y 
reorganización de redes reguladoras primigenias. Ello no implica que el uso y diversificación de 
elementos conservados a lo largo de la evolución sea un motivo único de diversificación en 
plantas. Numerosos estudios sugieren que los mecanismos de transferencia horizontal de 
genes entre especies no relacionadas filogenéticamente son claves para comprender los 
procesos evolutivos en eucariotas y procariotas (Song et al., 2013). Un ejemplo de ello lo 
constituyen los parásitos de plantas como Cuscuta pentagona, que establece conexiones 
simplásticas con su hospedador, permitiendo así la transferencia horizontal de genes de forma 
bidireccional (Kim et al., 2014). Otros importantes procesos son los sistemas de recombinación 
de dominios reguladores de estructuras génicas diferentes, que han potenciado la aparición de 
nuevos genes en plantas (Marijuán et al., 2013) . De esta forma, se han descrito 22 familias de 
factores de transcripción, como pueden ser las familia GRAS, NAC, etc. específicas del genoma 
de plantas superiores, implicados en procesos de desarrollo (Riaño-Pachón et al., 2008).  
 
2 CrDOF está implicado en la regulación de la ruta fotoperiódica y el ciclo celular 
en Chlamydomonas reinhardtii 
2.1 Mecanismos de regulación de la ruta fotoperiódica 
En Arabidopsis el gen CONSTANS presenta una fina regulación debida, entre otros muchos 
factores, al control transcripcional ejercido por los CDFs (Fornara et al., 2009). Esta regulación 
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puede ser positiva o negativa en función de la especie en cuestión. En Arabidopsis (una especie 
facultativa de DL) los CDFs tienen un papel represor de la transcripción (Imaizumi et al., 2005; 
Fornara et al., 2009), mientras que, en arroz (planta facultativa de DC) o en tomate (planta de 
día neutro) presentan un papel activador (Iwamoto et al., 2009; Li et al., 2009; Corrales et al., 
2014). Los CDFs (a excepción del CDF4 de Arabidopsis) tienen, independientemente de la 
especie, un patrón de expresión similar, presentando un máximo de expresión al principio del 
día o a última hora de la noche. Por el contrario, los niveles de proteína (concretamente de 
CDF2 de Arabidopsis) aumentan en los periodos centrales del día. La diferencia existente entre 
los perfiles de RNA y proteína de los CDFs en Arabidopsis indica que existe una regulación 
postraduccional, debida en este caso, a la ubiquitinación mediada por el complejo GI-FKF1 en 
luz azul y su consiguiente degradación por acción del proteasoma 26S (Fornara et al., 2009).  
Tal y como se ha demostrado a lo largo de este trabajo, mediante la generación de 
algas que presentan niveles de expresión de CrDOF alterados (sobreexpresión y 
silenciamiento), así como mediante experimentos de expresión transitoria en hojas de 
Nicotiana, CrDOF es un activador transcripcional de CrCO (Serrano et al., 2009). A pesar de la 
diferencia funcional que presenta el módulo DOF-CO en el control fotoperiódico (CrDOF induce 
la transcripción de CrCO en algas, mientras que los CDFs inhiben la transcripción de CO en 
plantas) y el enorme lapso evolutivo que los separa, resulta curioso que los perfiles de 
transcrito y de proteína sean muy similares entre sí. Esto podría ser reflejo de diferentes 
mecanismos de regulación. Tanto los CDFs (Imaizumi et al., 2005; Fornara et al., 2009) como 
CrDOF, se regulan transcripcionalmente por el reloj circadiano y por el fotoperiodo. Sin 
embargo, en algas, a diferencia de lo que ocurre en plantas, no existen homólogos descritos ni 
de GI ni de FKF1 y, además, CrDOF no parece sufrir una regulación postraduccional mediada 
por el proteasoma. Es más, según el estudio realizado en este trabajo, las primeras evidencias 
de dominios de unión para ambas proteínas en la estructura proteica de los DOFs aparecen en 
briofitas. Este hecho podría explicar, en parte, por qué CrDOF no presenta ninguna regulación 
postraduccional dependiente de luz azul. Se han mostrado diferentes evidencias que 
determinan que CrDOF en Chlamydomonas forma parte de un gran complejo proteico 
formado por una o varias proteínas desconocidas (proteína X), detectado en las 
inmunodetecciones como una banda de 100 kDa. De esta forma, nuestros resultados sugieren 
que CrDOF es secuestrado por una proteína X, formando un fuerte complejo de uniones 
intramoleculares no covalentes a ZT24, que evitaría su unión al promotor de CrCO (y otros 
promotores). El aumento de tamaño del complejo observado a ZT4, generado por la unión de 
más proteínas CrDOF (tal y como muestra el aumento de la intensidad de la banda de 100 kDa) 
favorecería una unión más lábil entre ambas proteínas (tal y como se observa con la aparición 
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de la banda de 62 kDa) y su consiguiente unión al promotor diana (Figura 55A). Hasta el 
momento, no se tienen evidencias experimentales del mecanismo por el cual la forma activa 
de CrDOF tiende a formar este tipo de complejo. Modificaciones postraduccionales de CrDOF 
que favorezcan una unión más lábil o más fuerte con la proteína X, la estequiometria de ambas 
proteínas durante el día o durante la noche, o la presencia de diferentes proteínas 
desconocidas en función del momento del día podrían ser algunas de estas explicaciones. En 
algas transgénicas, independientemente del proceso, su regulación está descontrolada, 
posiblemente por el exceso de proteína CrDOF, detectándose el complejo de mayor tamaño y 
la banda de 62 kDa incluso a ZT24, donde de forma natural no están presentes. De esta forma, 
se podría concluir que CrDOF está regulado postraduccionalmente mediante su secuestro en 
un complejo multiproteico. 
El hecho de que no se detecte la forma de 100 kDa en bacterias recombinantes, ni en 
extractos de proteínas nucleares en plantas transgénicas de Arabidopsis, indica que la proteína 
que se une a CrDOF fuertemente sólo lo hace en Chlamydomonas. De esta forma, en los 
experimentos de expresión transitoria en Nicotiana, donde CrDOF se une directamente al 
promotor de CrCO (Discutido en el apartado 2.3), la ausencia de la proteína X favorecería la 
formación del complejo únicamente con proteínas CrDOF, permitiendo su unión con el 
promotor diana. 
 
 
Figura 55. Mecanismo funcional de CrDOF en Chlamydomonas y Arabidopsis. A. En Chlamydomonas, el complejo 
formado por mayor cantidad de proteína CrDOF y una interacción entre sus proteínas más lábil (representado por 
las proteínas con borde discontinuo), es capaz de unirse al promotor de sus genes diana y activar (flecha) o reprimir 
(línea en T) la expresión génica en función del fotoperiodo analizado. B. En Arabidopsis, la interacción de CrDOF con 
los CDFs impide su degradación (línea en T discontinua) debido a la ausencia de los sitios de unión de GI y FKF1. La 
estabilización de los CDFs potencia la represión de la expresión de CO y sobre todo de FT, provocando un retraso de 
la floración. 
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2.2 Mecanismos de regulación del ciclo celular mediado por fotoperiodo 
Los TF DOFs de plantas superiores regulan numerosos procesos biológicos a través de la 
inducción o represión de la transcripción de sus genes diana. Durante el desarrollo de esta 
tesis doctoral se ha demostrado, mediante diversas aproximaciones experimentales, tanto de 
forma específica mediante qPCR como sistémica, que CrDOF ya presentaba en algas esta doble 
función. Sorprendentemente, el fotoperiodo está directamente implicado en la funcionalidad 
de CrDOF, pudiendo actuar preferentemente como un inductor de la transcripción en DC y 
como un represor en DL. Esta función dual, puede realizarla incluso sobre el mismo conjunto 
de genes, como por ejemplo CrCYCA1 y CrCDKB1, implicados en la división celular en 
Chlamydomonas. Por lo tanto, esta dualidad funcional puede conllevar la misma finalidad, es 
decir, la regulación del crecimiento. Sin embargo, atendiendo a los resultados obtenidos tras el 
estudio genómico de los promotores enriquecidos en DUTFs en DC (que no presentan dianas 
tipo DOF) y a que CrCO está implicado en la activación del ciclo celular (Serrano et al., 2009), se 
podría hipotetizar que la función reguladora que presenta CrDOF en DC es indirecta. En este 
sentido, respecto al ciclo celular, CrDOF induce la expresión de CrCO a ZT4 en DC, el cual a su 
vez favorece la expresión de CrCYCA1 y CrCDKB1, entre otros genes reguladores, al final del 
periodo de luz. Este máximo de expresión activaría el ciclo celular en un momento preciso del 
día, favoreciendo la sincronización de las células. En algas transgénicas cultivadas en DC, la 
desregulación del ciclo celular como consecuencia de la sobreexpresión o el silenciamiento de 
CrDOF provoca una disminución del tamaño celular, debido posiblemente a la aceleración de la 
transición de la fase G1, y una disminución de la tasa de proliferación en comparación con su 
silvestre. Sin embargo, en DL, CrDOF inhibe la expresión de los genes del ciclo celular en 
condiciones donde la división sincrónica no es necesaria debido a que la extrema longitud del 
día y el exceso de energía, permiten la división en cualquier momento (Romero y Valverde, 
2009). Como consecuencia de ello, en cultivos de algas CrDOFin se observan células de mayor 
tamaño, posiblemente debido al enlentecimiento de la fase G1 de crecimiento. Esta forma de 
desregulación de la división también conlleva una disminución de la velocidad de proliferación 
celular. Como consecuencia de que las algas amiCrDOF no son un mutante nulo, la inhibición 
de los genes del ciclo celular en DL no es suficiente para ralentizar la fase G1 y no se observa 
ninguna diferencia en el tamaño celular, a pesar de que su crecimiento en medio líquido fuera 
menor al del silvestre.  En DL, a pesar de encontrar numerosos dominios de unión de CrDOF en 
los promotores de los DEGs, no se puede descartar la posibilidad de que esta regulación sea 
indirecta. Es decir, que CrDOF pueda inducir la expresión de represores transcripcionales.  
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A nivel sistémico, el enriquecimiento por ontología y la agrupación de términos GO 
similares, corroboran que una de las principales funciones de CrDOF en DL sea la represión 
transcripcional de genes implicados en la regulación del ciclo celular. Dicha función, además, 
se ha conservado en plantas vasculares, ya que se ha descrito que un DOF de Arabidopsis 
(OBP1) está implicado en la regulación del ciclo celular controlando, tal y como ocurre en 
Chlamydomonas, la expresión de genes de la familia de las ciclinas (CYCD3.3). Además, su 
sobreexpresión provoca el mismo fenotipo observado en las algas transgénicas 
sobreexpresoras de CrDOF en DC, es decir, una disminución del tamaño celular provocado por 
el acortamiento de la fase G1 (Skirycz et al., 2008). Esto representa otro ejemplo de cómo una 
función primitiva de CrDOF se ha mantenido en plantas vasculares. 
Sin embargo, CrDOF no representa la primera evidencia génica con doble función 
dependiendo del fotoperiodo. Previamente, se describió que la proteína homóloga de CO en 
arroz (HD1) activa la transcripción del homólogo de FT (HD3A) en DC. Sin embargo, en DL HD1 
se convierte en un represor de HD3A en una ruta mediada por PHYB (Andrés y Coupland, 
2012).  
 
2.3 Otros mecanismos de regulación conservados a lo largo de la evolución 
El dominio de unión al DNA de los factores DOF de plantas vasculares está enriquecido en la 
secuencia AAAG (o su reverso complementario, CTTT), resultando de especial importancia las 
bases nitrogenadas flanqueantes, (A/T)AAAG o (A)CTTT(A) (Yanagisawa, 1997; Yanagisawa y 
Schmidt, 1999). Más concretamente, en Arabidopsis, se conoce que los CDFs se unen al 
promotor de CO en dos regiones que presentan tres o cuatro sitios de unión dispuestos en 
tándem (AACCACTTAAACTTTGTATAAAGCCAAAGAGATAAAACGA y 
AGATGTTTACACTTTACACTTTACACTTTACACTTTACAC). Además, la secuencia flanqueante ACA 
de la segunda región contribuye en gran medida a la especificidad de su unión (Imaizumi et al., 
2005). En Chlamydomonas, de los tres posibles sitios de unión presentes en el promotor 
mínimo identificado para CrCO, únicamente dos son susceptibles de ser puntos de unión de 
CrDOF. Casualmente, son los dos que presentan una adenina o una timina alrededor del 
dominio de unión. De esta forma, se ha identificado por primera vez la secuencia primitiva del 
sitio de unión de las proteínas DOF y sus restricciones nucleotídicas, las cuales se han 
conservado a lo largo de la evolución. Todo ello demuestra que no sólo se ha mantenido la 
estructura génica de CrDOF, sino que también se ha heredado la capacidad y especificidad de 
interacción con los dominios de unión de los genes diana. 
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Otra característica importante del dominio DOF, además de la interacción con los 
promotores de los genes diana, es la capacidad de interaccionar con otras proteínas 
(Yanagisawa, 1997). Numerosos estudios han demostrado que los DOFs regulan, o son 
regulados, por medio de la interacción con otros factores de transcripción u otras proteínas 
reguladoras (Noguero et al., 2013). Durante el desarrollo de este trabajo doctoral, no sólo se 
ha mostrado la capacidad del dominio DOF primitivo para interaccionar y formar 
homodímeros, sino que esta capacidad se extiende y permite la interacción con proteínas 
DOFs de plantas superiores como CDF1 y CDF2.  
La interacción proteína-DNA, así como proteína-proteína, son procesos de especial 
relevancia en el control de las funciones biológicas en los organismos. De esta forma, es 
posible que la presión evolutiva generada sobre ciertos procesos fisiológicos fundamentales 
haya mantenido conservada la capacidad estructura-función de las proteínas, y con ello, su 
participación en procesos similares a lo largo de la línea evolutiva de plantas. Por este motivo, 
además de mantener parcialmente conservados y reciclar elementos básicos y esenciales de 
las redes de regulación ancestral, también es esencial conservar dicha capacidad estructura-
función para el correcto funcionamiento de las redes génicas a lo largo de la evolución.  
 
3 La expresión de CrDOF en Arabidopsis muestra que la señalización en el control 
de la floración se ha conservado en organismos eucariotas fotosintéticos  
La expresión de CrDOF en Arabidopsis induce un fenotipo de floración tardía debido a la 
represión de la expresión de CO y particularmente de FT (del cual no se ha identificado aún 
ningún homólogo en algas) (Piñeiro y Jarillo, 2013). Sin embargo, en Chlamydomonas CrDOF 
induce la expresión de CrCO. De hecho, no es la primera vez que se describe que la expresión 
heteróloga de un gen DOF presenta una función opuesta a la del organismo original. En tomate 
se ha descrito que un CDF (SlCDF3), a pesar de presentar una función activadora en tomate, 
actúa retrasando la floración en Arabidopsis (Corrales et al., 2014).  
El retraso de la floración causado por la sobreexpresión de CrDOF se observa 
únicamente en DL, lo que demuestra que CrDOF está involucrado específicamente en la ruta 
fotoperiódica de la floración, ya que ni CO y ni FT se expresan naturalmente en DC. Este mismo 
comportamiento se ha observado en plantas sobreexpresoras de los CDFs (Fornara et al., 
2009). 
La sobreexpresión de CrDOF bajo diferentes promotores afecta a su capacidad de 
retrasar la floración. Sorprendentemente, a pesar de que el papel de los CDFs únicamente se 
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ha descrito en tejidos vasculares (Fornara et al., 2009; Song et al., 2012), el retraso floral 
observado con un promotor específico de meristemo (pKNAT1:CrDOF) es similar al provocado 
por la expresión ectópica bajo un promotor constitutivo (35S:CrDOF). Por el contrario, el 
efecto observado con el uso de un promotor específico de floema (pSUC2:CrDOF) es muy leve. 
Estos resultados sugieren que la inducción de la expresión de FT en el meristemo, tendría 
mayor importancia que la generada en el floema como consecuencia de la regulación de CO. 
Una posible explicación de este hecho podría deberse a la existencia de un bucle de 
retroalimentación positiva que favorezca la síntesis de FT y como consecuencia de ello, la 
amplificación de la señal florigénica (Figura 56 derecha). 
 
 
Figura 56. Nueva hipótesis para la amplificación de la señal floral en el meristemo. Según la nueva hipótesis 
propuesta (derecha), la señal florigénica generada en el meristemo de la planta es mayor a la generada en el 
floema, como consecuencia de un posible bucle de retroalimentación positiva de FT (línea circular discontinua). 
Además, se propone un control meristemático de FT mediado por CDFs. La línea punteada representa el 
desplazamiento de FT a través de los elementos de los vasos del floema. El grosor de las flechas es proporcional a su 
efecto en la floración. 
 
Por otro lado, la interacción de CrDOF con los CDFs resulta crucial para provocar el 
retraso floral observado, ya que CrDOF es incapaz de complementar el fenotipo del cuádruple 
mutante (4cdf). Como consecuencia de ello, la represión de la expresión GFP observada en los 
experimentos de expresión transitoria en Nicotiana donde CrDOF se une al pCO y al pFT, 
podría ser igualmente por mediación de los CDFs presentes en Nicotiana. Este hecho podría 
deberse a que la ausencia de los sitios de unión de GI y de FKF1 en la estructura de CrDOF 
favorece la estabilización de los CDFs al impedir la unión y la degradación mediada por el 
complejo GI-FKF1 (Figura 55B). Además, la posible acumulación de proteínas CDFs mostrada en 
los Western blot sobre plantas 35S:CrDOF apoyarían esta hipótesis. Considerando todas estas 
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conclusiones en conjunto podría extenderse la importancia de CrDOF en la regulación de la 
expresión de FT en el meristemo a los CDFs, hecho no descrito hasta el momento (Figura 56 
derecha). 
 
4 Evolución comparada de las diferentes funciones reguladas por la familia DOF en 
algas verdes y plantas 
El análisis global mediante RNAseq realizado en Chlamydomonas ha permitido esclarecer los 
procesos que regula CrDOF en el alga. A pesar de no haber realizado una segunda validación 
experimental necesaria para corroborar dichos resultados, en este apartado se discutirán los 
diferentes aspectos más relevantes obtenidos en los estudios transcriptómicos.  
Tal y como se ha descrito en este trabajo, los resultados de los estudios de expresión 
confirman un claro sesgo de funciones dependiendo del fotoperiodo analizado.  
La sobreexpresión de CrDOF en DL provoca la represión de genes implicados en el ciclo 
celular, lo que conlleva un claro aumento del tamaño de las algas. En DL además, CrDOF 
potencia el aprovechamiento del exceso de luz existente induciendo genes implicados en rutas 
fotosintéticas (síntesis de pigmentos, cadena transportadora de electrones y ciclo de Calvin). 
Con ello, las células podrían obtener más poder reductor en forma de NADPH y sintetizar una 
mayor cantidad de carbohidratos debido a la inducción de la expresión de los genes implicados 
en el ciclo de Calvin y de la ruta de las pentosas fosfato. Todo ello podría favorecer la 
obtención de mayor cantidad de recursos metabólicos que ayuden a mantener activo el 
metabolismo de las células de mayor volumen. El aumento de la expresión de genes 
implicados en la fotosíntesis, y más concretamente en la síntesis de pigmentos, podría 
favorecer la acumulación de licopeno, luteína, riboflavina y precursores de la clorofila, entre 
otros, que permitirían al alga mejorar su capacidad de captación de luz a lo largo del día. Como 
consecuencia del aumento de la actividad fotosintética se podría estar favoreciendo la 
acumulación de especies reactivas de oxígeno o ROS (del inglés Reactive Oxigen Species) 
potencialmente peligrosas para el alga. En este caso, la acumulación de carotenoides como la 
luteína, podrían ayudar a prevenir este daño foto-oxidativo (Baroli y Niyogi, 2000; Vílchez et 
al., 2011). Por otro lado, como consecuencia de la inducción de los genes implicados en la 
cadena transportadora de electrones tilacoidal, sería esperable que la célula aprovechara la 
energía suministrada por el transporte en contra de gradiente de los protones generados para 
la obtención de ATP. Sorprendentemente, los niveles de genes que codifican elementos del 
complejo F0F1 ATP sintasa implicado en este proceso, se encuentran reducidos. Dicho complejo 
está formado por al menos 22 subunidades y está muy conservado a lo largo de la evolución 
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(Nakamoto et al., 2008). La conformación de la subunidad ε del complejo se ha implicado en la 
modulación de su actividad (Feniouk y Junge, 2005), por lo que no se puede descartar la 
posibilidad de que esta regulación a nivel estructural se esté produciendo en las algas y el 
complejo se encuentre activo en las condiciones estudiadas. 
En DC, las algas crecen con menor aporte lumínico. En este caso, la sobreexpresión de 
CrDOF favorece la inducción de genes implicados en la generación de energía a partir de 
precursores no fotosintéticos como los aminoácidos, el piruvato, intermediarios del ciclo de 
Krebs, β-oxidación de los ácidos grasos y ciclo del glioxilato. Como consecuencia de todo este 
metabolismo aerobio, también se podría estar generando una gran cantidad de ROS tóxicos 
para las células. En plantas superiores, el aumento de esqueletos carbonados y de ROS 
favorece la bifurcación de la cadena transportadora de electrones mitocondrial hacia la ruta de 
la oxidasa alternativa (AOX), que a diferencia de la ruta clásica de transporte de electrones 
mitocondrial, parece evitar la formación de más moléculas ROS y a ayudar a equilibrar el 
balance del metabolismo del carbono y el flujo de electrones (Juszczuk y Rychter, 2003; 
Vanlerberghe et al., 2009). Nuestros datos transcriptómicos muestran que los genes 
implicados en dicho proceso están inducidos bajo estas condiciones, por lo que dicha ruta 
podría ayudar a prevenir la formación de más moléculas ROS en el alga y equilibrar el 
desbalance de esqueletos carbonados ocasionados por la inducción de los genes implicados en 
el ciclo de krebs con el transporte de electrones. De esta forma, la confirmación de estos 
resultados de forma experimental permitiría demostrar que éste es otro mecanismo ancestral 
originado en algas unicelulares. 
Otros genes cuya transcripción se vio inducida en DC afectaban a la homeostasis de la 
relación C:N. Dichos metabolismos presentan un alto grado de interconexión, ya que los ácidos 
orgánicos pueden convertirse mediante transaminación en aminoácidos nitrogenados. Así, el 
desbalance de los niveles de carbono o de nitrógeno puede alterar la regulación de enzimas 
implicadas en ambos metabolismos (Lodish y Darnel, 2005). En plantas, éste es un proceso en 
el que participan activamente los factores tipo DOF. Por ejemplo, la sobreexpresión de 
ZmDOF1 en Arabidopsis y en arroz, regula el flujo de moléculas de carbono generadas por la 
inducción de enzimas implicadas en el ciclo de krebs y provoca el aumento de los niveles de 
aminoácidos (Yanagisawa et al., 2004; Kurai et al., 2011). Por otro lado, también se han 
descrito otros efectos sobre la relación C:N como consecuencia de la sobreexpresión de los 
genes SlCDF3 (Corrales et al., 2014), OsDOF25 (Santos et al., 2012) y PpinasterDOF5 (Rueda-
López et al., 2008), resultando en la inducción génica de enzimas que conllevan un incremento 
en los niveles de diversos aminoácidos. En Chlamydomonas, los resultados transcriptómicos 
sugieren que la sobreexpresión de CrDOF provoca un efecto similar al estudiado en plantas, ya 
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que induce la expresión de genes que codifican para enzimas del metabolismo del carbono. 
Este hecho podría implicar la acumulación de los aminoácidos glutamato, glutamina, aspartato 
y asparragina. Si estas evidencias se demostraran experimentalmente, sería otro claro ejemplo 
de cómo se ha mantenido conservado el papel regulador primitivo de CrDOF, en este caso, en 
el control del metabolismo primario en plantas superiores. 
 Por otro lado, otro proceso claramente inducido en DC es la síntesis de JA. El JA es una 
importante molécula señalizadora de estrés biótico y abiótico en plantas, entre otras funciones 
(Wasternack y Hause, 2013). Sin embargo, no está muy definido su papel en algas. En algas 
rojas se ha descrito que el JA actúa como molécula señalizadora afectando principalmente a 
genes implicados en metabolismo, estrés y energía (Collén et al., 2006). Más concretamente, 
se ha descrito que es capaz de llevar a cabo una cascada de oxidación de ácidos grasos 
poliinsaturados (Gaquerel et al., 2007). Por otro lado, en algas verdes dulceacuícolas se han 
correlacionado los niveles de expresión de JA con la síntesis de diversos caroteonides como la 
astaxantina (Lu et al., 2010). De esta forma, y teniendo en cuenta que la síntesis de pigmentos 
como los carotenos, astaxantina y zeaxantina están inhibidas, el JA podría ser una molécula 
señalizadora implicada en la regulación negativa de estos pigmentos y/o podría actuar como 
molécula señal de la β-oxidación de los ácidos grasos, entre otras cosas.  
Como era de esperar, algunos de los procesos afectados en Chlamydomonas se ven 
igualmente alterados en Arabidopsis como consecuencia de la sobreexpresión de CrDOF. Entre 
ellos podría destacarse la fotosíntesis, el metabolismo lipídico, la generación de precursores de 
metabolitos y energía, el metabolismo del C:N, la síntesis aminoacídica, ciclo celular y la 
respuesta a estímulos como JA, entre otros. Se conoce además, que algunas de estas 
funciones, están bajo el control de los DOFs de plantas como pueden ser el metabolismo del 
C:N, la respuesta a estrés biótico y abiótico, el control del ciclo celular, etc (Noguero et al., 
2013). A pesar de que la alteración del metabolismo C:N ocasionado por la sobreexpresión de 
ZmDOF1 en Arabidopsis generó plantas con mayor capacidad de asimilación de nitrógeno 
(Yanagisawa et al., 2004), este hecho no se observó en las transgénicas 35S:CrDOF, las cuales 
crecían de una manera muy similar al silvestre en bajas concentraciones de nitrógeno (0,15 
mM; 0,5 mM y 1 mM de nitrato) (dato no mostrado). Este hecho podría deberse a un 
mecanismo de regulación diferente y/o a una mayor especialización de los genes DOFs en 
dicho proceso, específicamente en plantas con metabolismo C4 como el maíz. 
Con todo ello, nuestro estudio sistémico corroboraría que gran parte de las funciones 
que presentan los DOFs actuales, han sido heredadas de su ancestro CrDOF. De esta forma, 
nuevamente se apoya la hipótesis de que los organismos evolutivamente más desarrollados 
emplean los elementos primitivos de las redes de regulación y los modifican para adquirir una 
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mayor plasticidad funcional, siempre manteniendo una reminiscencia de la función ancestral 
(Romero-Campero et al., 2013). En definitiva, CrDOF podría ser parte de un sistema de 
“herramientas” (del inglés toolkit), es decir, genes que codifican proteínas, de una misma red 
reguladora, con funciones altamente conservadas, implicadas en procesos estructurales en 
organismos evolutivamente superiores y que controlan una gran cantidad de procesos 
esenciales para el correcto desarrollo del organismo. Esto es una evidencia de la relación 
existente entre evolución y desarrollo (Evo-Devo) que puede observarse en todos los 
eucariotas superiores (Della Pina et al., 2014).  
 
4.1 CrDOF se ajusta al modelo de evolución por Innovación-Amplificación-
Divergencia 
La historia evolutiva de la familia DOF se ajusta al modelo hipotético de Innovación-
Amplificación-Divergencia por duplicación génica, descrita anteriormente para la familia COLs 
en eucariotas (Romero-Campero et al., 2013). Según este modelo, la duplicación de un gen no 
supone un gasto energético siempre y cuando éste participe en una gran variedad de procesos 
biológicos, entre los que destaca una función principal y varias secundarias. En 
Chlamydomonas, CrDOF es un gen esencial cuyas funciones implicarían la respuesta 
fotoperiódica y el control del ciclo celular. Además, presenta un papel relevante en el control 
de otros procesos como la regulación del metabolismo del C:N, el metabolismo lipídico, la 
fotosíntesis, etc (Figura 57A). La duplicación de CrDOF, por tanto, favorecería el aumento de 
proteínas reguladoras y facilitaría llevar a cabo estas funciones en sistemas más complejos 
(Figura 57B). En este escenario regulador, cualquier variación medioambiental podría requerir 
un mayor protagonismo de una de las funciones secundarias aumentando su plasticidad y 
dotando al organismo con una ventaja evolutiva frente a otras especies. Como consecuencia 
de ello, el nuevo gen sufre varias duplicaciones (fase de amplificación) con el fin de satisfacer 
por completo los nuevos requerimientos funcionales (Figura 57C). De esta forma, se generaría 
una familia multigénica como observamos en Physcomitrella (19 PpDOFs). Tras la 
amplificación, la presión evolutiva favorece la acumulación de mutaciones y otras alteraciones 
que permiten la especialización y divergencia de las copias génicas en nuevas funciones de 
desarrollo, como es el caso del control fotoperiódico de la floración en plantas superiores 
(Figura 57D). Sin embargo, a pesar del proceso de divergencia, los nuevos genes mantendrían 
cierta relación con su función ancestral. Un ejemplo de ello lo muestra el gen RDD1 de arroz, el 
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cual está implicado tanto en procesos de crecimiento (función ancestral), como en floración 
(función adquirida) (Iwamoto et al., 2009). 
Por lo tanto, existen evidencias de que dos tipos de familias génicas (DOFs y COLs), 
ambas implicadas en la ruta fotoperiódica de la floración en plantas, han sufrido un proceso 
evolutivo similar. Además, redes de coexpresión construidas con datos transcriptómicos de 
organismos representativos del linaje verde los sitúan siempre a poca distancia, indicando que 
evolucionan conjuntamente (Romero-Campero et al., 2013) en forma de módulo DOF-CO. 
Todo ello induce a pensar, que otros elementos reguladores de esta misma ruta (COP1, FBH, 
FKF, PHY, CRY…) podrían seguir un proceso evolutivo similar. Si esto fuera cierto, y se 
demostrara para otras rutas reguladoras, estaríamos ante un proceso conservado 
evolutivamente que permitiría entender cómo han divergido las especies vegetales. Además, 
apoyaría la hipótesis anteriormente expuesta de que todos los miembros de una vía de 
regulación (toolkit) evolucionan juntos manteniéndose conectados por enlaces funcionales 
establecidos en los organismos ancestrales. 
 
 
 
 
Figura 57. Modelo de Innovación-Amplificación-Divergencia aplicado a la evolución de la familia DOF. A. CrDOF 
en Chlamydomonas es un gen implicado en una gran variedad de funciones biológicas entre las que destacan el 
fotoperiodo y el ciclo celular. Adicionalmente CrDOF presenta una conexión con otros procesos como la 
fotosíntesis, metabolismo lipídico y metabolismo del C:N (funciones secundarias). B. El nuevo duplicado génico 
participa en cada una de las funciones sin suponer un gasto energético. C. Durante la evolución una de estas 
funciones secundarias puede llegar a convertirse en una función principal (en el esquema, el metabolismo del 
C:N) implicando la amplificación del nuevo gen. D. La presión evolutiva y la adquisición de mutaciones y dominios 
reguladores favorece la adquisición y especialización de nuevas funciones como es el caso de la floración. 
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5 Aplicaciones biotecnológicas 
Como alternativa a las plantas, las microalgas suponen un importante recurso para su uso en 
aplicaciones biotecnológicas sostenibles que persiguen la explotación de sus capacidades 
metabólicas. Las algas clorofíceas, entre las que se encuentra Chlamydomonas son especies 
biotecnológicamente atractivas cuyo uso se ha ido incrementando a lo largo de los años (Barra 
et al., 2014). Esto se debe a que presentan una gran versatilidad metabólica y una tasa de 
eficiencia fotosintética, velocidad de crecimiento, capacidad de fijación de CO2 y liberación de 
oxígeno superior al de las plantas (Chisti, 2007).  
La posible aplicación biotecnológica de las algas que sobreexpresan CrDOF, necesitaría 
de un amplio estudio experimental y metabólico de los compuestos de interés. Sin embargo, 
nuestro estudio transcriptómico abre diferentes posibilidades biotecnológicas. Tal y como se 
ha discutido anteriormente, las algas CrDOFin muestran una variabilidad metabólica en 
función del fotoperiodo empleado. De esta forma, la sobreexpresión de un único gen y la 
optimización de las condiciones de crecimiento (temperatura, irradiancia, pH, nutrientes, etc) 
podrían explotar diferentes características de interés biotecnológico asociado a la longitud del 
día.  
En DL, existen diferentes características en las algas transgénicas que podrían 
explotarse para la generación de biocombustibles. Por un lado, se podría aprovechar el 
aumento del tamaño celular de las algas para la generación de biogás a partir de la digestión 
anaerobia de su biomasa (Chisti, 2013). Por otro lado, el aumento de los niveles de azúcares 
generados en la fotosíntesis y en la ruta de las pentosas fosfato podría ser útil para su 
fermentación y consiguiente generación de bioetanol (Ho et al., 2013). Además, si estas algas 
presentaran una mayor capacidad fijadora de CO2, podría emplearse como una importante 
herramienta contra el efecto invernadero. Finalmente, el aumento en la cantidad de 
pigmentos fotosintéticos (licopeno y luteína entre otros) podría ser de especial interés para la 
industria farmacéutica, alimenticia y para el tratamiento y prevención de enfermedades 
humanas como el cáncer, problemas cardiovasculares, arterosclerosis y distrofia muscular 
entre otros (Guedes et al., 2011; Vílchez et al., 2011). 
En fotoperiodos limitantes de luz, la baja tasa de crecimiento celular es un problema 
generalizado (Barra et al., 2014). Por tanto, como consecuencia del carácter mixotrófico de 
Chlamydomonas, la adquisición de nutrientes del medio es esencial para la vida de la célula en 
estas condiciones (Harris, 1989). En DC, a pesar de que en los datos transcriptómicos no se 
observan modificaciónes de la expresión de enzimas relacionadas con la asimilación de 
nitrógeno, no se puede descartar la posibilidad de que los niveles de estas enzimas se 
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encuentren alterados como consecuencia del desbalance en la homeostasis C:N. Es más, 
estudios previos realizados sobre plantas de Arabidopsis transgénicas que sobreexpresan 
ZmDOF1, donde se inducen enzimas del metabolismo del carbono y se acumulan diversos 
aminoácidos, no se ven alterados los niveles de expresión de genes implicados en la reducción 
del nitrato. A pesar de ello, las plantas presentan una mayor capacidad asimiladora de 
nitrógeno (Yanagisawa et al., 2004). Por lo tanto, si este hecho ocurriera también en las algas, 
se podría aprovechar esta mayor capacidad asimiladora para obtener cultivos con una mayor 
tasa de proliferación en condiciones restrictivas de luz. Otra ruta metabólica inducida en las 
algas transgénicas en DC, es la síntesis de JA y etileno, productos ampliamente utilizados en la 
defensa natural contra patógenos necrotróficos y biotróficos en plantas (Vleesschauwer et al., 
2013). De esta forma, se podrían emplear extractos de algas enriquecidos en estas hormonas 
para su consiguiente uso en los cultivos agrícolas, evitándose así la necesidad del empleo de 
pesticidas. Además, el uso de extractos de algas en el cultivo de plantas ejerce un efecto 
bioestimulador favoreciendo el desarrollo de las raíces, de la superficie foliar, del crecimiento 
de los frutos o en la aparición de brotes, lo que conlleva un aumento del rendimiento de los 
cultivos (Khan et al., 2009).  
Por otro lado, en el análisis transcriptómico de los DEGs exclusivamente en DL o DC, no 
se observa ninguna alteración de los niveles de expresión de los genes implicados en la síntesis 
lipídica. Esto se debe a que dicho proceso se induce tanto en DL como en DC (dato no 
mostrado) y quedaba excluido de nuestro estudio. Existen diversos aspectos que podrían 
explicar esta coincidencia metabólica. En DL, las algas podrían utilizar el exceso de carbono 
inorgánico (CO2) y orgánico (azúcares entre otros) para la producción de lípidos (Huang et al., 
2010). En DC, por el contrario, como consecuencia de la inducción de la expresión de la enzima 
que cataboliza el acetil-Coa, molécula precursora de la síntesis lipídica, se podría estar 
induciendo este proceso (Huang et al., 2010). Este hecho podría tener una importante 
repercusión en la generación de biodiesel. El uso de las algas para generar combustibles como 
el biogás, el bioetanol o el biodiesel evitarían el uso de combustibles fósiles y combustibles de 
primera generación, es decir, aquellos que proceden de cultivos destinados para el consumo 
humano (Sharma et al., 2012). 
Finalmente, la simplicidad y ausencia de dominios reguladores en CrDOF, se puede 
aprovechar para romper las barreras interespecíficas y realizar plantas transgénicas con el 
tiempo de floración alterado, potenciando la función que presenten los CDFs en la planta de 
interés. La aceleración o el retraso de la floración pueden modificar y ampliar la estacionalidad 
de los frutos pudiendo comercializarse durante un mayor espacio de tiempo en el año. El arroz 
podría ser un buen candidato para este estudio debido a que constituye uno de los elementos 
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básicos para más del 50% de la población mundial. El cultivo de arroz comenzó a utilizarse 
hace mas de 10000 años en zonas húmedas de Asia tropical y subtropical. Sin embargo, a lo 
largo de los años, empleando diferentes técnicas de cultivo, se ha conseguido desarrollar un 
gran número de cultivares resistentes y adaptados a diferentes regiones del mundo (Miah et 
al., 2013). Tal y como se ha descrito previamente, los CDFs de arroz (OsDOF12 y RDD1) son 
activadores transcripcionales y aceleran la floración en DL. De esta forma, la sobreexpresión de 
CrDOF podría estabilizar a ambas proteínas y potenciar su efecto, pudiendo conseguir cultivos 
de arroz que puedan florecer en fotoperiodos con mayor cantidad de luz y explotar su cultivo 
en diferentes estaciones del año. 
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1. En Chlamydomonas, CrDOF presenta una función dual dependiente del fotoperiodo, 
pudiendo controlar el crecimiento del alga mediante la activación del ciclo celular a 
través de la inducción transcripcional de CrCO en DC y reprimiendo el ciclo utilizando 
otros mecanismos independientes de CrCO en DL. Además, regula de forma diferencial 
procesos metabólicos y fisiológicos claves que favorecen la optimización de los 
recursos energéticos para mejorar el crecimiento celular. 
 
2. El efecto regulador de CrDOF sobre la transcripción de CrCO demuestra que el módulo 
de señalización fotoperiódico DOF-CO se ha conservado desde algas fotosintéticas 
unicelulares hasta plantas vasculares. Esto sugiere que los procesos de duplicación y 
neofuncionalización génica, así como la aparición de nuevos dominios reguladores a lo 
largo de la evolución favorecen la diversificación funcional y la especiación. 
 
3. Una parte de las funciones de la familia de los factores DOFs de plantas vasculares 
habrían sido heredadas del único gen presente en algas, CrDOF. Esto podría deberse a 
un mecanismo de evolución conjunta de un grupo de genes o la utilización de ciertas 
redes reguladoras ancestrales que podrían ser procesos importantes en la evolución. 
 
4. La conservación de la función de CrDOF a lo largo de la evolución se refleja en la 
interacción con los CDFs, potenciando su efecto inhibidor de la floración en 
Arabidopsis. Esta función resulta especialmente importante en el meristemo apical de 
la planta, lo que sugiere un mecanismo nuevo de regulación mediado por los CDFs. 
 
5. El efecto de la sobreexpresión de CrDOF sobre el metabolismo general del alga podría 
tener importantes aplicaciones biotecnológicas. Su función diferencial dependiendo de 
la longitud del día y su posible uso en el control de la floración en plantas aumentan su 
interés como herramienta biotecnológica. 
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